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SDS-PAGE:  electroforesis en gel de poliacrilamida - dodecil sulfato sódico 
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1. LA ACUICULTURA  
La Unión Europea define la Acuicultura como la cría o cultivo de 
organismos acuáticos con técnicas encaminadas a aumentar, por encima de las 
capacidades naturales del medio, la producción de los organismos en cuestión. Los 
organismos acuáticos serán a lo largo de toda la fase de cría y hasta el momento de la 
recogida, propiedad de una persona física o jurídica. 
Debido a la dificultad de la pesca extractiva para cubrir la creciente 
demanda mundial de pescado, la acuicultura se perfila como la mejor 
alternativa, a lo que se suma su potencial para contribuir al crecimiento de las 
economías nacionales como actividad económica clave y por la obtención de 
divisas por la exportación.  
La producción global de acuicultura ha crecido de manera espectacular 
desde menos de 0,6 millones de t en 1950 (y un valor de menos de 400.000 
euros) a 68,4 millones de t en 2008 (con un valor global aproximado de 84.791 
millones de euros) (APROMAR, 2010), lo que representa una tasa de 
crecimiento anual de casi el 7,0 %. Según la FAO (FAO, 2007), la acuicultura 
representa actualmente el 47 % del alimento acuático mundial, y está previsto 
que siga aumentando hasta alcanzar el 50 % en 2015. 
El éxito de la acuicultura moderna se basa en el control sobre la 
reproducción de las especies, en el mejor conocimiento de su biología, en las 
innovaciones tecnológicas y en el desarrollo de alimentos específicos. Durante 
las tres últimas décadas la acuicultura se ha desarrollado, se ha diversificado y 
ha registrado importantes adelantos tecnológicos. 
La Comisión Europea recogió, a finales del 2002, en el documento 
“Estrategia para el desarrollo sostenible de la acuicultura europea”, la necesidad de 
que la acuicultura garantice a los consumidores productos sanos, seguros y de 
buena calidad, manteniendo la competitividad, la productividad y la 






Figura 1. Rodaballo mimetizándose con el 
fondo arenoso. 
En el ranking mundial, España ocupa la posición 19ª con 249,1 miles de 
t., perdiendo un puesto respecto de 2007 (18ª) y dos respecto de 2006 (17ª). De 
entre los países de la Unión Europea, España es el país con una mayor 
producción en toneladas (APROMAR, 2010).  
 
2. EL RODABALLO  
2.1. Características generales del rodaballo 
El rodaballo, Scophthalmus maximus 
(Linnaeus, 1758), es un pez teleósteo 
perteneciente al Orden Pleuronectiformes 
y a la familia Scophthalmidae. Se incluye 
dentro de la denominación común de 
peces planos debido a que su carácter 
bentónico les hace sufrir una 
metamorfosis peculiar durante las 
primeras fases pelágicas de su vida: la 
migración del ojo derecho al otro lado del cuerpo y el aplanamiento del lado del 
cuerpo que está en contacto con el fondo.  
La distribución geográfica de rodaballo se extiende desde el Mar Negro, 
a través del Mediterráneo, a lo largo de la costa oeste de Europa, a las Islas 
Británicas y las Islas Feroe y además al mar Báltico y a lo largo de la costa 
noruega (Muus et al., 1998). 
El rodaballo se caracteriza por tener el cuerpo redondeado y la piel sin 
escamas, aunque con tubérculos óseos distribuidos por la parte del cuerpo 
pigmentada. La cara que posee los ojos está pigmentada con color variable, 
grisáceo o marrón, debido a su mimetismo para adaptarse al fondo en donde 
vive, mientras que la cara oculta es blanca. Los ojos están situados en el lado 
izquierdo de la cabeza y la boca es grande y oblicua, adelantándose la parte 
anterior de la mandíbula inferior a la mandíbula superior. Los radios de la aleta 
dorsal están poco ramificados, y se unen por la membrana, comenzando por 
encima del ojo superior y aumentan gradualmente hasta la parte media del 
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cuerpo, y después disminuyen también gradualmente hasta los extremos. Las 
aletas caudal y anal terminan en la base del pedúnculo caudal. La aleta caudal 
es redondeada, y la anal es semejante a la dorsal. La aleta pectoral de la cara 
superior es más grande que la de la cara inferior.  
En el medio natural, el ciclo vital del rodaballo se puede dividir en tres 
etapas ontogénicas caracterizadas por un cambio en la distribución y asociación 
de hábitat. En una primera etapa planctónica, los huevos y larvas neustónicos 
son transportadas desde los lugares de desove en alta mar hasta las zonas 
costeras en donde se asienta el rodaballo (Riley et al., 1981). Tras establecerse, 
los juveniles se mantienen en zonas costeras poco profundas, aumentando 
gradualmente su profundidad a medida que aumentan de tamaño. Y 
finalmente, alrededor de los 3-4 años, dependiendo del sexo, el rodaballo 
alcanza la maduración sexual y migra lejos de la costa para el desove. La 
alimentación consiste principalmente en otros peces tales como sardina, anchoa 









Las investigaciones realizadas durante los 20 últimos años han 
repercutido en la aplicación industrial del cultivo de rodaballo, cuya 
producción industrial está ya totalmente desarrollada. Actualmente, las plantas 
de cultivo de rodaballo, a las que inicialmente se transfirieron los conocimientos 
científicos obtenidos a escala experimental, desarrollan su propia tecnología 
sobre su cultivo y la mayor parte de ellas, que inicialmente engordaban alevines 
procedentes de criaderos europeos, disponen ya de su propia tecnología para 
autoabastecerse de alevines. 




En Galicia, el cultivo de rodaballo se inició a finales de los años 70, con 
las primeras experiencias de cría larvaria. En los años 80 comenzaron las 
experiencias de engorde hasta el tamaño comercial, y su rápido crecimiento en 
cautividad y su resistencia a enfermedades hicieron de este cultivo una 
promesa a finales de los 80.  
 
El cultivo intensivo del 
rodaballo se realiza en tanques 
relativamente pequeños con altas 
densidades tanto de larvas como 
de presas, lo que exige un mayor 
control del medio. El rodaballo es 
una especie con una elevada tasa 
de crecimiento que se incrementa 
con la temperatura (Brown et al., 
1984; Martínez-Tapia & 
Fernández- Pato, 1991a; Imsland 
et al. 1997), una baja mortalidad, 
un fácil manejo y permite altas 
densidades de cultivo (Sánchez et al., 1990; Fernández-Pato et al., 1990; 
Martínez- Tapia & Fernández- Pato, 1991b). 
El ciclo gonadal de esta especie está relacionado con el fotoperiodo al que 
se encuentra expuesto, lo que permite la inducción de la puesta todo el año. 
Tras la obtención de gametos, se continúa con la fecundación, que tras 6 u 8 días 
dará lugar a las larvas. La alimentación de las larvas se realiza con zooplancton 
producido en la propia planta, inicialmente a base de rotíferos y posteriormente 
a base de artemia. La metamorfosis se inicia a partir del día 15 y no finaliza por 
completo hasta transcurridos entre 45 y 60 días, y durante este periodo de 
crecimiento se realiza el cambio de alimentación vivo a alimento inerte 
(piensos). Este cambio se conoce como "destete" y sucede entre los 30 y 40 días 
(20 mm de longitud y un peso de 0,5-1 gramos), cuando está finalizando la 




metamorfosis, siendo un momento crítico en el que se pueden producir grandes 
mortalidades a consecuencia de los cambios en la alimentación, aunque en la 
actualidad, con el uso de dietas adecuadas se suelen conseguir supervivencias 
superiores al 95%. A partir de aquí, comienza la etapa más sencilla y con mayor 
supervivencia dentro del cultivo de rodaballo (Jones 1970, 1972), en la que los 
juveniles continuarán su desarrollo alimentándose a base de piensos hasta 
alcanzar el tamaño comercial.. El rodaballo presenta un dimorfismo sexual en el 
crecimiento y en la maduración, siendo el crecimiento mayor en las hembras a 
partir de los 8 meses de vida. 
La producción acuícola total de rodaballo en Europa en el 2009 ha sido 
de 9.246 t, un -2,7% de la cifra de 2008, siendo España el principal país 
productor con diferencia (83,3%), mientras que existen producciones 
sustancialmente menores en Portugal (5,8%) y Francia (5,7%) (JACUMAR, 
2009). Producciones incipientes se dan en los Países Bajos, Reino Unido, 
Islandia y Dinamarca. Galicia es, con diferencia, la principal Comunidad 
Autónoma productora de rodaballo en España (97%) y en ella se producen, 
además, casi todos los alevines de esta especie (99,7%) (JACUMAR, 2009). 
 
2.2. Enfermedades que afectan al rodaballo en cultivo y su control 
En los últimos años, diferentes organismos públicos y privados han 
puesto especial interés en las patologías que afectan al rodaballo de granja. Las 
enfermedades pueden ser de origen bacteriano, fúngico, vírico o parasitario. 
Por ello, se debe poner especial cuidado en la calidad del agua utilizada, así 
como evitar en lo posible la entrada de parásitos y realizar las pertinentes 
vacunaciones y suministro de antibióticos. Los patógenos que afectan 









































Tabla 1. Principales patógenos que afectan al rodaballo cultivado. 
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El control de las patologías del rodaballo se realiza mediante tres vías, 
principalmente: 
a) ANTIBIÓTICOS: Estos compuestos se utilizan para controlar la 
mayoría de las infecciones bacterianas. Sin embargo, la acuicultura se enfrenta a 
serios problemas debidos a sus efectos adversos, como por ejemplo la 
acumulación en los tejidos con el consiguiente riesgo de presencia de residuos 
en los productos de la acuicultura, nocivos para los consumidores humanos 
intolerantes a los antibióticos (FAO, 2002), la aparición de bacterias resistentes 
(Aoki, 1992; Defoirdt et al., 2007), la destrucción de la flora microbiana 
ambiental (Yousefian y Amiri, 2009; Stickney, 1997) y, en el caso de algunos 
antibióticos, el riesgo de supresión de la inmunidad natural del pez, 
incrementando el riesgo de infección por patógenos no bacterianos como virus, 
hongos o parásitos  (Rijkers et al., 1980; Siwicki et al., 1989; Tafalla et al., 1999, 
Lunden et al., 1999, 2002). El número de antibióticos aprobados para su uso en 
acuicultura es bastante limitado. 
b) VACUNACIÓN: El principal objetivo de la vacunación es la inducción 
de una protección específica a largo plazo frente a una determinada 
enfermedad. Es un método de prevención muy efectivo, pero su utilización se 
encuentra restringida a unas pocas enfermedades en las que se ha logrado aislar 
el agente etiológico. Las vacunas comerciales disponibles actualmente son 
vacunas bacterianas, existiendo sólo unas pocas vacunas virales y ninguna 
vacuna frente a parásitos (Sommerset et al., 2005). 
c) INMUNOESTIMULANTES: Una alternativa cada vez más en auge es 
el uso de sustancias inmunoestimulantes o inmunomoduladoras, que aumentan 
la resistencia a las enfermedades infecciosas mediante el aumento de los 
mecanismos de defensa no específicos, siendo bien conocido que los peces 
dependen más de estos mecanismos que los mamíferos (Anderson, 1992). Entre 
las sustancias que probaron ser efectivas como inmunoestimulantes en peces se 
incluyen agentes químicos, componentes bacterianos, polisacáridos, minerales, 
extractos de animales o plantas, factores nutricionales y citoquinas (Raa, 1996; 




3. LOS CILIADOS 
Los ciliados son un grupo de organismos pertenecientes al suprareino 
Eukaryota, al superfilo Alveolata y al filo Ciliophora. Se estima que emergieron 
como grupo evolutivo hace más de 109 años, separándose de la línea eucariota 
que dio lugar a las plantas y animales antes de que aparecieran los hongos 
(Fleury et al., 1992; Kumazaki et al., 1983; Prescott, 1994), y evolucionando en un 
rico surtido de subgrupos que contienen varios miles de especies. Los protozoos 
representan uno de los grupos de organismos menos estudiados y esto se debe, 
particularmente en ciliados, a las dificultades metodológicas impuestas por su 
capacidad de formar quistes por largos períodos de tiempo (hasta 10 años) 
(Finlay et al., 1996), por la presencia de especies hermanas que dificultan su 
cuantificación e identificación (Clarholm, 2005) y por el hecho de que algunas 
especies no son cultivables bajo condiciones de laboratorio.  
Los miembros del filo Ciliophora están unidos por varias sinapomorfías, 
que incluyen el dimorfismo nuclear, la presencia de cilios locomotores 
organizados en cinetias a lo largo de la superficie corporal, cinetosomas 
(=cuerpos basales) y la red asociada de fibras del citoesqueleto que anclan los 
cilios, estructuras orales ciliadas que se replican durante la división celular por 
un proceso conocido como estomatogénesis, y sexualidad mediante 
recombinación nuclear (Curry y Butler, 1982). Estos atributos han sido 
utilizados para apoyar la idea de que los ciliados constituyen un grupo 
monofilético de protistas (Corliss, 1979; Fauré-Fremiet, 1950; Lynn y Small, 
2002; Small y Lynn, 1985). 
 
3.1. Morfología de los ciliados 
3.1.1. Morfología general  
La corteza es una porción especializada de la célula de organización 
compleja, encargada de mantener  la forma de los individuos. Tiene un grosor 
total que varía de uno a varios micrómetros y comprende básicamente la 
película y la infraciliatura.   
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A la película pertenecen la membrana celular (plasmalema) y, en 
algunos casos, un perilema adicional (Modeo et al., 2003; Song, 2005). Esta 
película queda delimitada por un sistema de membranas que comprende la 
membrana plasmática, una membrana alveolar externa y una membrana 
alveolar interna (Chapman y Kern, 1983; Fyda et al., 2006). Próximas a los cilios 
se encuentran unas invaginaciones dispuestas regularmente denominadas sacos 
parasomales, que representan lugares de actividad endocítica (Allen et al., 1992; 
Elde et al., 2005). La película incluye una capa proteínica llamada epiplasma 
debajo de las vacuolas alveolares, y franjas longitudinales de microtúbulos 
citoesqueléticos que corren paralelos al epiplasma (microtúbulos supra y 
subepiplásmicos) (Paulin, 1996). Ambos componentes tienen posiblemente una 
función de estabilización, y juegan además un papel en la morfogénesis de la 
corteza (Adoutte y Fleury, 1996). 
La ciliatura somática está compuesta por unidades ciliares discretas 
llamadas cinétidas, que poseen uno (monocinétidas), dos (dicinétidas) o varios 
(policinétidas) cinetosomas (Lynn y Small, 2002; Small y Lynn, 1985; Small, 
1967). Los cinetosomas pueden poseer cilios o no. Las cinétidas pueden 
presentarse componentes individuales, dobles o múltiples, de ahí las 
monocinétidas y las dicinétidas somáticas, y las policinétidas orales.  
Los cinetosomas están conectados a otros mediante cinturones 
microtubulares basales, microtúbulos postciliares y fibrillas cinetodesmales, lo 
que permite una exacta orientación longitudinal de los cinetosomas y de los 
cilios cuando éstos están presentes, y estas hileras longitudinales en las que se 
disponen los cilios se denominan cinetias (Paulin, 1996). Los diferentes patrones 
creados por las cinetias se utilizan como caracteres taxonómicos para la 
identificación y clasificación. Asociadas a los cinetosomas hay tres estructuras 
fibrilares: dos raíces microtubulares, los microtúbulos postciliares y 
transversales, y una raíz fibrosa, la fibra cinetodesmal. Estas raíces, que se 
denominan colectivamente infraciliatura, anclan el cilio y proporcionan soporte 





Los cilios pueden agruparse en dos categorías estructurales. Los cilios 
asociados con el citostoma y alrededor del área de alimentación forman la 
ciliatura oral, mientras que los cilios de la superficie corporal en general forman 
la  ciliatura somática. Las estructuras orales de los ciliados son diversas y van 
acompañadas de especializaciones variadas en elementos basados en 
microtúbulos del citostoma (Corliss, 1974, 1979; Lynn y Small, 2002; Small y 
Lynn, 1985). Entre estas especializaciones destacan los cirros, que  sirven para la 
locomoción,  y las membranelas, que sirven para el arremolinamiento de las 
partículas de alimento (Banchetti y Erra, 2003; Wilks y Sleigh, 2004). 
La corteza contiene otros orgánulos, principalmente extrusomas y 
fibrillas contráctiles (mionemas), pero también mitocondrias, cisternas del 
retículo endoplasmático y diversos tipos de vesículas (Kurz y Tiedtke, 1993; 
Maloney et al., 2005; Fyda et al., 2006; Vd’ačný, 2007).  
En casi todos los ciliados, la alimentación se limita a un área 
especializada oral que contiene el citostoma o "boca celular". En el citostoma se 
forman vacuolas fagocíticas, que luego se distribuyen a través del citoplasma 
donde se produce la digestión. Existen además diferentes complejos 
estructurales para eventos exocíticos que implican la fusión de las membranas 
vacuolares con el plasmalema: un citoprocto o citopigio para la expulsión de los 
residuos degradados de comida, y uno o más poros para la eliminación de los 
contenidos fluidos de las vacuolas contráctiles (Grim, 2006; Long et al., 2007). 










Figura 4. Esquema que muestra los componentes generales de un ciliado tipo 
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3.1.2. Cambios morfológicos  
Muchos ciliados pueden cambiar su estructura en respuesta a señales 
externas y/o internas. Cuando estos cambios están acompañados por una 
reabsorción y/o una construcción de partes nuevas de los organismos o de 
nuevos orgánulos, el proceso se denomina generalmente morfogénesis. Los 
ciliados pueden sufrir cambios morfológicos cíclicos o facultativos.  
Cambios morfológicos cíclicos 
Algunos ciliados adquieren diversas formas corporales según  la fase de 
su ciclo vital en la que se encuentren. Cada fase se define normalmente con 
términos específicos (trofonte, tomonte, tomite, teronte): el trofonte reside y se 
alimenta en el epitelio de la piel y las branquias del hospedador donde crece 
aunque no se reproduce. Cuando deja de alimentarse da lugar al tomonte, que 
abandona el hospedador y forma un quiste reproductivo donde se producen 
repetidas divisiones, originando los tomites, que maduran antes de su salida 
del quiste, dando lugar a las formas infectivas (terontes) que nadan en busca de 
otro hospedador, empezando de nuevo el ciclo (Dickerson, 2006). Un ejemplo 
de estos cambios cíclicos lo tenemos en el ciliado parásito Ichthyophthirius 
multifiliis, que infecta varias especies de peces de agua dulce (Aguilar et al., 
2005, Aguilar, 2006; Jørgensen y Buchmann, 2007; González et al., 2007a, b). 
Cambios morfológicos facultativos  
Estas variaciones morfológicas pueden ser causadas principalmente por 
factores externos (por ejemplo, salinidad, temperatura, pH del medio, 
suministro de alimento, defensa frente a predadores, exposición a 
contaminantes,…) e incluyen la formación de quistes, la adopción de diferentes 
morfologías (polimorfismo), etc. 
Los quistes normalmente son estadíos inactivos que presentan paredes 
gruesas y altamente resistentes constituidas por varias capas (Gutiérrez et al., 
2003; Foissner et al., 2005; Foissner et al., 2007). El enquistamiento implica 
cambios morfológicos y fisiológicos drásticos como, por ejemplo, una 




actividad autofágica y cambios macronucleares (Gutiérrez et al., 2001; Díaz et al., 
2003; Martín-González et al., 2005). 
Los ciliados polimórficos son capaces de adoptar diferentes morfologías. 
Un caso de polimorfismo lo representa Tetrahymena vorax, que cambia de la 
forma microstoma a la forma macrostoma en presencia de Tetrahymena 
thermophila (Grønlien et al., 2002). En Tetrahymena pyriformis, por ejemplo, se 
produce la disminución del tamaño celular, la reducción de su volumen interno 
y la variación de la forma celular en presencia de contaminantes metálicos 
(Mountassif et al., 2007). Una vez que las condiciones vuelven a ser las 
habituales (alimento, ambiente, etc.), la célula revierte a su tamaño normal.  
Varias especies de ciliados sufren cambios morfológicos como 
mecanismo de defensa ante ciertos predadores, y se cree que la modificación 
del citoesqueleto que induce estos cambios está inducida por sustancias 
secretadas por los predadores (Jerka-Dziadosz et al., 1987; Wicklow, 1997). Estos 
cambios pueden consistir en aumento de tamaño y formación de unas 
extensiones laterales con forma de alas y salientes dorsales para evitar la 
ingestión por parte de los depredadores, como es el caso del ciliado Euplotes 
octocarinatus (Kuhlmann y Heckmann, 1985), o acortamientos y engrosamientos 
que dificultan su ingesta, como  en el ciliado Colpidium kleini (Fyda et al., 2006).  
 
3.2. Reproducción en ciliados 
El ADN de los ciliados está almacenado en dos tipos de núcleos: un 
núcleo germinal transcripcionalmente silencioso llamado micronúcleo, el cual 
se utiliza durante el emparejamiento para el intercambio sexual de ADN, y un 
núcleo somático llamado macronúcleo, que es transcripcionalmente activo y 
soporta el crecimiento vegetativo celular y la proliferación celular (Prescott, 







Los micronúcleos son 
relativamente pequeños mientras que 
los macronúcleos, hiperploides, son 
mucho más grandes y polimórficos 
(Raikov y Kovaleva, 1990; Katz, 2001; 
Vd’ačný, 2007). Los micronúcleos, 
generalmente diploides, son los lugares 
de almacenamiento y recombinación del 
material genético, aunque no están  
envueltos en el mantenimiento y la 
regulación de las funciones celulares. Durante la fase de reproducción sexual, 
los macronúcleos normalmente sufren una degeneración y posteriormente son 
restablecidos a partir de  los micronúcleos modificados (Katz, 2001). 
 
3.2.1. Tipos de reproducción en ciliados 
La reproducción asexual es el medio más común de replicación de los 
protozoos. Los protozoos de vida libre normalmente sólo recurren a la 
reproducción sexual cuando las condiciones ambientales se vuelven adversas, 
ya que este modo de reproducción aumenta la “fitness” de la población. 













Figura 5. Imagen de ciliados de la especie P. 
dicentrarchi impregnados con carbonato de plata, 
en la que se pueden observar los macronúcleos 
(Ma) y micronúcleos (Mi). Barra=10 μm. 





La reproducción asexual de las especies de vida libre por lo general 
implica la división nuclear y la división mediante fisión binaria de la célula en 
dos células hijas idénticas del mismo tamaño. La división celular puede ser de 
dos tipos: monotómica o politómica. El tipo monotómico es el más frecuente en 
tre la mayoría de los ciliados dando como resultado dos células hijas: el proter 
(célula hija anterior) y el opiste (célula hija posterior). 
El plano de división celular varía entre los diferentes grupos y tiene  
importancia taxonómica. La mayoría de los ciliados se divide 
homotetogénicamente, es decir, el eje de división del proter y el opiste tiene la 
misma orientación. Los ciliados normalmente se dividen en un plano ecuatorial, 
o transversal, gracias a lo cual se mantiene el número correcto de cinetias. El 
aparato bucal y los cilios especializados alrededor de él se replican de manera 
diferente entre los distintos grupos de ciliados, dependiendo de la complejidad 
del citostoma. La replicación del citostoma precede a la división del citoplasma. 
 
Reproducción sexual  
La reproducción sexual en los protozoos ciliados toma la forma de 
conjugación. Este proceso no se traduce en un aumento en el número de 
individuos, sino que es un simple intercambio de material genético entre 
individuos de la misma especie.  
Otro aspecto de la conjugación que merece mención son los tipos 
conjugantes. Los individuos de un mismo tipo conjugante genético (por 
ejemplo, miembros de un clon producido por fisión binaria) no pueden 
conjugar con éxito con los demás. En otras palabras, la conjugación no es un 
evento al azar sino que sólo puede ocurrir entre miembros de diferentes tipos 
de apareamiento, o clones. Se supone que esta restricción garantiza una buena 
mezcla genética entre los individuos. La conjugación sólo se produce entre tipos 
conjugantes compatibles dentro de una especie, y cada especie puede contener 
muchos tipos conjugantes. Antes de que se produzca la conjugación, algunos 
ciliados liberan unas señales químicas especiales, llamadas gamonas, que 
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provocan que los conjugantes compatibles lleven a cabo los procesos que 
facilitan la conjugación. En otros ciliados, como Paramecium, las gamonas se 
encuentran ligadas a la superficie celular y provocan sus respuestas cuando el 
ciliado establece contacto físico. 
Durante la conjugación dos ciliados se alinean uno junto al otro. El 
macronúcleo, que no juega ningún papel en el proceso, se desintegra. Se llevan 
a cabo una serie de divisiones nucleares de los micronúcleos en cada ciliado, 
incluyendo una meiosis, durante la cual se producen una serie de micronúcleos 
haploides (núcleo germinal). Todos menos uno de estos micronúcleos haploides 
(pronúcleos) se desintegran, y el resto de ellos en cada célula se dividen por 
mitosis en dos núcleos haploides (núcleos gaméticos). Se forma un puente 
citoplasmático entre los dos ciliados, y un núcleo gamético de cada célula pasa a 
la otra célula. Los dos núcleos gaméticos en cada célula se unen, restaurando así 
el número diploide de cromosomas. Los micronúcleos se someten a dos 
divisiones mitóticas para producir cuatro micronúcleos, dos de los cuales serán 
los nuevos micronúcleos de la célula, mientras que los otros dos están 
destinados a convertirse en el macronúcleo. El número de micronúcleos y 
macronúcleos formados dependen de la especie y se mantiene su número 
original.  
La conjugación puede producirse entre células morfológicamente 
similares (conjugación isomorfa) o diferentes (conjugación anisomorfa: macro y 
microconjugantes) y el proceso puede dar lugar a dos cigotos (bicigótica o 
temporal o parcial) o a un solo cigoto (monocigótica).  La conjugación isomorfa 
bicigótica es la más común (Miyake, 1996). 
 
3.2.2. Morfogénesis en ciliados 
La morfogénesis de los ciliados ocurre comúnmente en la reproducción 
asexual, durante la cual se forman partes bucales nuevas y la región somática 
de la célula madre se subdivide para la progenie: estos dos procesos han sido 
designados estomatogénesis cortical y somatogénesis, respectivamente (Lynn y 




los hymenostomas y estableció el orden Scuticociliatida (Small, 1967) sobre 
estos fundamentos. 
El primer paso visible en la estomatogénesis es la producción de nuevos 
cinetosomas en una región específica de la corteza, que se agrupan para formar 
el primordio oral. Posteriormente, todos los componentes orales se completan y 
ensamblan siguiendo el patrón específico de cada ciliado. En todos los patrones 
estomatogénicos el citostoma, se desarrolla al concluir la estomatogénesis, una 
vez que  el aparato bucal ha alcanzado su posición final en el ciliado. 
Los ciliados presentan diferencias tanto en el origen de los cinetosomas 
como en el desarrollo de la estomatogénesis (Díaz et al., 2003; Hu et al., 2004; 
Agatha y Riedel-Lorjé, 2006; Ma et al., 2006). Corliss (1979) estudió los distintos 
tipos de estomatogénesis encontrados en ciliados y los agrupó en cuatro tipos: 
telocinetal, paracinetal, bucocinetal y apocinetal (en un orden que indica más o 
menos una secuencia evolutiva de “más primitivo” a “más avanzado”). Estos 
patrones estomatogenéticos se distinguen en base a cómo los nuevos orgánulos 
orales se forman a partir de las estructuras orales parentales: el patrón  
telocinetal es el presunto estado primitivo (Corliss, 1979) en el que las nuevas 
cinetias orales se desarrollan a partir de los extremos de las cinetias somáticas 
hijas; la estomatogénesis bucocinetal envuelve la formación a partir de las 
cinetias orales parentales, la paracinetal implica la participación de las cinetias 
somáticas post-orales (generalmente en la mitad del cuerpo) y en la 
estomatogénesis apocinetal las estructuras parentales se forman de novo, sin 
asociación de ninguna cinetia parental. Numerosas variaciones de los cuatro 
tipos principales de estomatogénesis fueron observadas posteriormente, y 
descritas como una serie de subtipos, formalizados por Foissner (1996), que 
añadió además otro tipo principal, el mixocinetal, en el que las  cinetias orales y 
somáticas contribuyen a la formación de las cinetias orales hijas. Foissner  (1996) 
revisó los conocimientos existentes sobre estomatogénesis en todas las clases de 
ciliados y construyó un cladograma sobre la base de los caracteres 
ontogenéticos.   
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El patrón general de estomatogénesis es muy similar entre todos los 
escuticociliados (Small, 1967; Ma et al., 2006; Hu et al., 2008; Dragesco et al., 1995; 
Ma y Song, 2003; Ma et al., 2003; Song et al., 2005) y se encuadra en el tipo 
bucocinetal (Corliss, 1964; Foissner, 1996). 
 
3.3. Sistemática de los ciliados 
La historia de la sistemática de los ciliados empieza con la Edad del 
Descubrimiento (1880-1930), dominada por las técnicas citológicas para la 
observación y la tinción de ciliados. Sin embargo, la innovación de las técnicas 
de "plata" de Klein (1926), Chatton y Lwoff (1930) y Gelei y Horváth (1931) 
fueron los principales adelantos técnicos que caracterizaron el segundo período 
importante, la Edad de la Explotación (1924-.950 ), que dio paso al tercer período, 
la Edad de la Infraciliatura (1950-1963), en la que la clasificación se basó en el 
reconocimiento de la infraciliación somática y oral y de sus estructuras fibrilares 
asociadas (Corliss, 1979). En 1963, Pitelka estableció la microscopía electrónica 
como la técnica “moderna” y comenzó la Edad de la Ultraestructura (1963-1985). 
El período actual podría llamarse la Edad del Refinamiento (1985-actualidad) 
(Greenwood et al, 1991b), y se caracteriza por el uso de técnicas 
computacionales para analizar los rasgos morfológicos (Corliss 1994; Lipscomb 
y Riordan, 1990 ; Lynn, 1979; de Puytorac et al, 1994) y las secuencias de ácidos 
nucleicos (Baroin et al, 1988; Greenwood et al, 1991a, 1991b; Lynn y Sogin, 1988; 
Schlegel et al, 1991). 
El filo Ciliophora (Doflein, 1901) consta actualmente de unas 8000 
especies conocidas, aunque se ha estimado un número potencial de especies de 
alrededor de 30000 (Adl et al, 2007). Las principales características que hacen de 
este un grupo monofilético son el dimorfismo nuclear, la estructura de la 
corteza y la reproducción sexual mediante conjugación. 
Se han propuesto varios sistemas de clasificación diferentes para los 
Ciliophora utilizando las características morfológicas (Adl et al., 2005; Corliss, 
1974, 1979; de Puytorac et. al., 1984; Jankowski, 1985; Lynn y Small, 2002; Small 




morfológicos ancestrales. Sin embargo, los esquemas más recientes han 
considerado las relaciones reveladas por los marcadores moleculares (Schmidt 
et al., 2007; Snoeyenbos et al., 2004; Stechmann et al., 1998; Wright et al., 1997).  
La clase Oligohymenophorea (de Puytorac, 1974) es una extensa clase del 
filo Ciliophora, cuyos  integrantes presentan típicamente un surco ventral que 
contiene la boca y unos cilios orales distintivos, separados de los cilios 
corporales. Los primeros incluyen una membrana paraoral a la derecha de la 
boca y unas membranelas, usualmente en número de tres, a su izquierda. La 
citofaringe es sencilla y nunca forma los cyrtos complejos encontrados en otras 
clases. Los cilios corporales se originan generalmente de monocinetias, teniendo 
las dicinetias una distribución limitada a una parte del cuerpo. Aunque se han 
utilizado datos moleculares para confirmar la relación entre los grupos de 
ciliados, la filogenia molecular de la clase Oligohymenophorea está incompleta 
y  las relaciones dentro de las subclases de ciliados que contiene y entre taxones 
polimórficos dentro de ellas no están bien resueltas. En base a datos 
estructurales y moleculares, Adl et al. (2005) realizaron la siguiente clasificación 
jerárquica de los ciliados: 
 
Biota 
Eukaryota Chatton, 1925 
Chromalveolata Adl y col., 2005 
Alveolata Cavalier-Smith, 1991 
Ciliophora Doflein, 1901 
Postciliodesmatophora Gerassimova y Seravin, 1976 
Karyorelictea Corliss, 1974 
Heterotrichea Stein, 1859 
Intramacronucleata Lynn, 1996 
Spirotrichea Bütschli, 1889 
Armophorea Jankowski, 1964 
Litostomatea Small y Lynn, 1981 
Phyllopharyngea de Puytorac y col., 1974 
Nassophorea Small y Lynn, 1981 
Colpodea Small y Lynn, 1981 
Prostomatea Schewiakoff, 1986 
Plagiopylea Small y Lynn, 1985 
Oligohymenophorea de Puytorac y col., 1974 
Peniculia Fauré-Fremiet en Corliss, 1956 
Scuticociliatia Small, 1967 
Hymenostomatia Delage y Hérouard, 1896 
Apostomatia Chatton y Lwoff, 1928 
Peritrichia Stein, 1859 
Astomatia Schewiakoff, 1896 
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3.4. Los escuticociliados 
Small (1967) propuso el orden Scuticociliatida que incluía los subórdenes 
Pleuronematina, Pseudocohnilembina y Philasterina. Posteriores revisiones del 
filo Ciliophora (Lynn y Small, 2002) concedieron a los escuticociliados el nivel 
de subclase (Scuticociliatia), y el suborden Philasterina se elevó a orden 
(Philasterida). Debido a que los criterios que se han utilizado para clasificar las 
familias, géneros y especies de escuticociliados han sido variables, la taxonomía 
de estos organismos es actualmente bastante confusa. 
Este grupo incluye probablemente los ciliados más ubicuos de todos, por 
dos características esenciales: (1) su capacidad para formar poblaciones muy 
numerosas en poco tiempo y (2) su capacidad de dipersarse fácilmente, 
mediante quistes de resistencias u otros medios (Fenchel, 1993; Finlay, 1997).  
Los miembros de este taxon presentan una serie de características 
morfológicas generales comunes. Son alargados en mayor o menor grado y 
presentan un macronúcleo y un micronúcleo. La ciliatura somática está 
constituida por cinetias polares formadas por cinétidas y su aparato bucal está 
constituido por 3 membranelas (policinétidas orales) y una membrana paraoral. 
Poseen un citopigio, una vacuola contráctil con su poro y un cilio caudal, y 
también es común la presencia de la escutica y de un meridiano-director no 
ciliado. Estas características sufren variaciones entre los diferentes géneros y 
especies de este taxon, las cuales no son lo suficientemente significativas como 
para hacer que los organismos dejen de pertenecer a los escuticociliados. 
Los escuticociliados son considerados carroñeros que se alimentan de 
materia particulada en suspensión (bacterias, microalgas, protozoos, etc.) y, bajo 
ciertas circunstancias, pueden comportarse como parásitos oportunistas 
histiófagos que causan escuticociliatosis en especies cultivadas como es el caso 
de Philasterides dicentrarchi  en el rodaballo  (Dyková y Figueras 1994, Iglesias et 
al. 2001), lubina Dicentrarchus labrax (Dragesco et al., 1995), lenguado japonés 
Paralichthys olivaceus (Kim et al., 2004a) y dragón marino Phyllopteryx taeniolatus 
(Rossteuscher et al., 2008); Miamiensis avidus en lenguado japonés (Yoshinaga y 




erectus (Thompson y Moewus, 1964);  Pseudocohnilembus persalinus en lenguado 
japonés (Kim et al., 2004b); Uronema nigricans en atún de aleta azul Thunnus 
maccoyi (Munday et al., 1997), Uronema marinum en rodaballo (Sterud et al., 2000) 
y lenguado japonés (Jee et al., 2001) y otras especies del género Uronema en 
palometa plateada Pampus argenteus (Azad et al., 2007);  Anophryoides haemophila 
en langosta americana Homarus americanus (Cawthorn et al., 1996); Mesanophrys 
pugettensis en el cangrejo Cancer magister (Morado et al., 1999),  Mesanophrys 
chesapeakensis en  cangrejo azul Callinectes sapidus (Messick y Small, 1996).  
 
4. EL PARASITISMO 
El parasitismo es una de las formas de vida de más éxito (Poulin y 
Morand, 2000), y es la razón por la que la diversidad de los parásitos es 
superior a la de los organismos no parasitarios. Los parásitos de peces son un 
grupo muy diverso, cuyo número se estima en alrededor de 100.000 tan sólo en 
peces marinos (Rohde, 2002). El éxito de este estilo de vida está en gran medida 
asociado a los múltiples métodos para evitar el reconocimiento inmunológico, 
que garantizan la proliferación, supervivencia y persistencia del parásito en el 
hospedador, y  la evasión de la muerte del hospedador como consecuencia de 
los efectos letales de la respuesta inflamatoria producida por el patógeno.  
 
4.1. Estrategias adoptadas por el parásito  
Los parásitos desarrollan mecanismos para evitar la respuesta inmune 
del hospedador, y los hospedadores responden desarrollando modos de  
contrarrestar estas estrategias evasivas (Sitjà-Bobadilla, 2008). Los principales 
mecanismos de evasión inmune empleados por los parásitos se pueden resumir 
en los siguientes puntos: 
a) AISLAMIENTO DE LOS PARÁSITOS: los parásitos se desarrollan en 
tejidos inmunoprivilegiados del hospedador,  como el sistema nervioso 
central, la cámara anterior del ojo, el útero y los testículos, entre otros 
(Simpson, 2006), donde las barreras del hospedador previenen o limitan 
la respuesta inmune. 
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b) SECUESTRO ANATÓMICO EN EL HOSPEDADOR: los parásitos son 
encapsulados por la respuesta inmunitaria celular sin que ésta los mate, 
y así pueden existir en una fase durmiente hasta que alcanzan otro 
hospedador (Bruschi, 1999; Else, 2005). 
c) DISFRAZ INTRACELULAR: Los parásitos se esconden dentro de 
macrófagos (Vannier-Santos et al., 2002; Ouaissi y Ouaissi, 2005; Denkers 
y Butcher, 2005), desarrollando diferentes estrategias para escapar a la 
destrucción intracelular.  
d) MIGRACIÓN PARASITARIA, Y ESTRATEGIAS AMBIENTALES Y DE 
COMPORTAMIENTO: los parásitos migran hacia lugares del 
hospedador en los que la respuesta inmune aún no se ha alcanzado, o 
donde todavía no es lo suficientemente fuerte como para matarlos 
(Buchman et al., 2001), o acomodan sus ciclos vitales a la temporada 
(Sitjà-Bobadilla y Álvarez-Pellitero, 1993) o edad (Zapata et al., 2006) en 
la que el estado del sistema inmune del huésped está poco regulado. 
e) ESTRATEGIAS BASADAS EN LOS ANTÍGENOS como el mimetismo o 
enmascaramiento antigénico, variación antigénica, intercambio 
antigénico o pérdida antigénica. La variación antigénica implica el 
cambio entre miembros de una familia de multigenes, y envuelve 
complicados mecanismos de activación y silenciamiento (Craig y Scherf, 
2003). El enmascaramiento antigénico ocurre mediante la adquisición de 
moléculas del hospedador y su posterior incorporación a la superficie del 
parásito (Buchmann y Lindenstrøm, 2002; Fletcher et al., 1980; McArthur 
y Sengupta, 1982). 
f) MECANISMOS ANTI-INMUNES: permiten a los parásitos resistir a los  
factores humorales y/o celulares, neutralizando los anticuerpos del 
hospedador (Buchmann et al., 2001),  eliminando las especies reactivas 
del oxígeno dentro de los macrófagos (Mauel, 1984; Leid et al., 1987) o 
evitando la actividad del complemento (Buchmann y Lindenstrøm, 2002; 




g) INMUNODEPRESIÓN o INMUNOSUPRESIÓN: los parásitos suprimen 
los sistemas inmunológicos de los peces mediante la reducción de la 
capacidad proliferativa de los linfocitos (Densmore et al., 2004; 
Wongtavatchai et al., 1995) o de la actividad fagocítica de los macrófagos 
(Mustafa et al., 2000; Karagouni et al., 2005; Scharsack et al., 2004), la 
inducción de la apoptosis en los leucocitos del hospedador (Paramá et al., 
2007b), o el agotamiento de los factores innatos humorales (Sitjà-
Bobadilla, 2008). 
h) INMUNOMODULACIÓN: los parásitos segregan o excretan sustancias 
que modulan la secreción de factores inmunes del hospedador, como las 
citocinas, en su propio beneficio (Kamal y Khalifa, 2006). 
i) DESARROLLO RÁPIDO: los parásitos proliferan más rápido que la 
capacidad del hospedador para montar una respuesta de defensa 
(Wiegertjes, 1995; Sitjà-Bobadilla et al., 2006; Álvarez-Pellitero et al., 2008). 
j) EXPLOTACIÓN DE LA REACCIÓN INMUNE DEL HOSPEDADOR 
para el propio beneficio del parásito. 
 
El conocimiento de las estrategias de evasión adoptadas por los parásitos 
nos ayudará a comprender las interacciones hospedador-parásito y por lo tanto 
puede ayudar en el descubrimiento de nuevos agentes de inmunoterapia o 
vacunas específicas, y permitir la selección de cepas resistentes del hospedador. 
 
4.2 Estrategias adoptadas por el hospedador  
En los peces ha sido demostrada la existencia de respuestas de protección 
frente a los parásitos, tanto en infecciones naturales como en estudios de 
inmunización, pero la mayor parte de la información sobre los mecanismos 
implicados en la protección trata sobre la producción de anticuerpos 
específicos, cuyos niveles no siempre están correlacionados con la protección , y 
sobre la participación de otros componentes humorales como el complemento 
(Álvarez-Pellitero, 2008), aunque la participación exacta de los mecanismos 
inmunitarios en la protección frente a parásitos es todavía poco conocida.  
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La respuesta imunitaria innata, en especial el complemento y las células 
naturales citotóxicas son los mecanismos más importantes frente a los parásitos 
(Holland y Lambris, 2002; Boshra et al., 2006; Muñoz et al., 2006; Chistiakov et 
al., 2007). También son importantes los anticuerpos, con su actividad 
aglutinante e inmovilizante (Sitjà-Bobadilla et al., 2006; Joerink et al., 2007), y el 
complejo mayor de histocompatibilidad (Wiegertjes et al., 2005). La 
participación celular de granulocitos, macrófagos y linfocitos también se ha 
observado durante las infecciones (Buchmann et al., 2001; Jee et al., 2001; Padrós 
et al., 2001; Jung et al., 2007), así como una elevada expresión de citoquinas y 
enzimas como la iNOS y la arginasa  
 
5. EL PARÁSITO HISTIÓFAGO Philasterides dicentrarchi  
La escuticociliatosis causada por el ciliado P. dicentrarchi ha sido descrita 
en rodaballo (Iglesias et al., 2001), lenguado japonés (Kim et al., 2004a), lubina 
(Dragesco et al., 1995) y caballitos de mar (Rossteuscher et al., 2008). 
 
5.1. Morfología 
Los ciliados son alargados y fusiformes, con un extremo anterior 
puntiagudo y un extremo posterior redondeado, una vacuola contráctil 
posterior y un cilio caudal más largo que los cilios somáticos en el polo 











Figura 7. Imágenes de especímenes de la especie P. dicentrarchi impregnados con carbonato de 
plata (A) y fijados con formol (B y C), en las que se puede observar la forma fusiforme de los 




La ciliatura somática está constituida por 13-14 cinetias bipolares 
(formadas por 24- 36 cinétidas) que son dicinétidas en las 2/3 partes anteriores 
del cuerpo y monocinétidas en el resto. Entre la primera y la última cinetia se 
localiza un meridiano-director no ciliado, que comienza justo posteriormente a 
la escutica (4 a 6 cinétidas no ciliadas) y se fusiona con la primera cinetia en el 












En el extremo posterior del cuerpo, una fibra circular polar conecta todos 
las cinetias excepto la última, circundando el complejo cuerpo-basal polar. En el 
extremo posterior se observa un cilio caudal central, y todas las cinetias excepto 
la última emergen de una línea argentofílica, que continúa desde la última 
cinetia, pasando a través del complejo del cilio caudal, y contacta con la fibra 
circular polar a nivel de las cinetias 7 u 8. El poro de la vacuola contráctil se 
abre en el extremo posterior de la segunda cinetia.  
La cavidad bucal ocupa entre la mitad y el tercio anterior del cuerpo. El 
aparato bucal está formado por una membrana paraoral, compuesta por dos 
partes (PM1 y PM2), y tres policinétidas orales (OPK1, 2 y 3). La PM1, con 8 
cinetosomas dispuestos en línea recta, se inicia en el extremo anterior de la 
OPK2 y corre a lo largo de esta hasta que finaliza, en el extremo posterior de la 
OPK3. La PM2, más larga que la PM1 y constituida por múltiples cinetosomas 
dispuestos en línea curva, se inicia en el extremo posterior de la OPK3 hasta el 
Figura 8. Imágenes de especímenes de la especie P. dicentrarchi impregnados con carbonato de plata, en las 
que se pueden observar el meridiano director (Md), el citoprocto (Cp) y la escutica (Sc), así como el poro de la 
vacuola contráctil (CVP), localizado al final de la segunda cinetia somática. Barra = 10 μm. 
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final de la cavidad bucal, rodeándola. La OPK1 es alargada y posee dos filas 
longitudinales de 5-6 cinetosomas, la OPK2 tiene forma trapezoidal y consta de 
cuatro filas longitudinales de 5-6 cinetosomas, y la OPK3 es ancha y corta, 















Los ciliados poseen un macronúcleo globular de mayor tamaño y un 
micronúcleo asociado más pequeño, situados aproximadamente en la mitad de 
cuerpo. La división se produce generalmente por fisión homotetogénica 
monotómica y, bajo ciertas circunstancias, los ciliados llevan a cabo la 
reproducción sexual mediante conjugación. No está descrita la formación de 
quistes en ninguna de las fases del ciclo vital de P. dicentrarchi, y tampoco se ha 
descrito en esta especie el cambio de microstoma-macrostoma, que sí que ha 
sido descrito para la especie Miamiensis avidus (Gómez-Saladín y Small, 1993 b, 





Figura 9. (1 y 2) Dibujos esquemáticos de un ciliado de la especie P. dicentrarchi, en el que se muestran la 
ciliatura oral y somática (1), así como la infraciliatura y las líneas argentofílicas en el extremos posterior del 
ciliado, con las cinetias numeradas del 1 al 13 (Extraído de Iglesias et al., 2001). (3) Imagen de un individuo de 
la especie P. dicentrarchi impregnado con carbonato de plata, mostrando el aparato bucal. El aparato oral está 
compuesto por dos membranas paraorales (PM1,2) y tres policinétidas orales (OPK 1,2,3), y también pueden 


















5.2. Cultivo in vitro  
Se ha logrado obtener una gran cantidad de ciliados in vitro utilizando 
un sistema de cultivo axénico basado en el medio L-15 Leibovitz suplementado 
con suero fetal bovino (FBS), lípidos (lecitina y Tween80), nucleósidos y 
glucosa, con una salinidad del 10‰, una temperatura entre 18-23 ºC y pH=7,2 
(Iglesias et al., 2003a). También es posible obtener altas densidades de ciliados 
madiante el cultivo en este mismo medio de cultivo con adición de tejidos de 
rodaballo autoclavados y FBS inactivado por calor (Castro et al., 2007). 
 
5.3. Patología 
P. dicentrarchi es un endoparásito altamente virulento que se divide 
rápidamente por fisión binaria y, bajo determinadas condiciones, aún 
desconocidas,  penetra en el cuerpo del hospedador y migra vía torrente 
sanguíneo y tejidos conectivos hasta alcanzar varios órganos y tejidos, 
provocando generalmente la muerte del hospedador.  
 
5.3.1. Signos clínicos de la infección 
Las infecciones por ciliados histiófagos en rodaballo, lubina y dorada se 
caracterizan por un rápido desarrollo y distribución sistémica a órganos como 
la dermis, musculatura, branquias, hígado, tubo digestivo, bazo, riñón, corazón 
Figura 10. Imágenes de especímenes de la especie P. dicentrarchi impregnados con carbonato de plata en proceso 




y sistema nervioso central (Padrós et al., 2001; Iglesias et al., 2001; Ramos et al., 
2007; Jin et al., 2009; Moustafa et al., 2010). 
Los peces afectados muestran ulceraciones cutáneas hemorrágicas que se 
extienden a la musculatura, oscurecimiento cutáneo y de las branquias, 
alteración en la natación,  exoftalmia uni- o bilateral, podredumbre de las aletas 
y la cola  y distensión abdominal causada por la acumulación de fluído ascítico 
en la cavidad corporal, lo que indica la existencia de una importante respuesta 
inflamatoria (Padrós et al., 2001; Iglesias et al., 2001; Ramos et al., 2007; Jin et al., 
2009; Moustafa et al., 2010). También se observa necrosis del músculo, dermis, 
epidermis y branquias, así como hiperplasia branquial, miolisis y encefalitis, 
presentando los peces en ocasiones anemia (Ramos et al., 2007; Jin et al., 2009). 
 
5.3.2. Vías de entrada al hospedador 
Las rutas por las que P. dicentrarchi penetra en el hospedador no están 
todavía claras. En un estudio de infección experimental en rodaballo con este 
parásito, las rutas de infección oral, nasal y rectal no resultaron efectivas 
(Paramá et al., 2003). La infección experimental por la vía rectal y por vía oral  
también resultó infructuosa en un estudio realizado con este parásito en lubina 
(Dragesco et al., 1995). Sin embargo, la infección natural mediante la vía oral se 
ha sugerido para un escuticociliado no identificado del rodaballo (Dyková y 
Figueras, 1994), en vista de la presencia de ciliados en el tejido conectivo 
subepitelial del tracto digestivo. En el caso de P. dicentrarchi, la vía oral de 
infección parece improbable, ya que este ciliado no sobrevive a pH ácido 
(Iglesias et al., 2003a). 
La inmersión durante 24-48 horas no tuvo efecto sin abrasión previa de 
las branquias y del opérculo, aunque se obtuvieron infecciones efectivas tras la 
inmersión con abrasión previa de las branquias y del opérculo (Paramá et al., 
2003) o de las branquias y el músculo (Jin et al., 2009) y mediante inyección 
intraperitoneal y periorbital (Paramá et al., 2003). Sin embargo, Jung et al. (2007) 
lograron infectar lenguados japoneses con Miamiensis avidus mediante 




infecciones naturales, hipótesis soportada también por otros autores (Jin et al., 
2009).  
Las propiedades quimioatrayentes de los componentes del suero 
sanguíneo del rodaballo para los trofozoítos de P. dicentrarchi, y las respuestas 
quimiotácticas a ellos pueden jugar un papel importante en la invasión de los 
tejidos del hospedador, lo que puede explicar la gran susceptibilidad de los 
peces con lesiones dérmicas a las infecciones por este ciliado (Paramá et al., 
2003). Otros autores también han sugerido que la infección natural ocurre vía 
lesiones (Jin et al., 2009). 
 
5.3.3. Estrategias exhibidas por los ciliados durante la infección 
P. dicentrarchi  induce la apoptosis en leucocitos del riñón anterior del 
rodaballo por medio de cistein-proteasas (Paramá et al., 2007b), que provocan 
además un aumento en la actividad caspasa-3 y en la expresión de los niveles 
de IL-1b de los leucocitos del riñón anterior cultivados in vitro (Paramá et al., 
2007a,b). El parásito también provoca depresión del estallido oxidativo y/o 
alteración de la actividad fagocítica mediante el secuestro de ROS en fagocitos 
(Leiro et al., 2004a). 
Se sabe que este parásito expresa antígenos de inmovilización (i-
antígenos) que podrían estar envueltos en las respuestas de protección del 
rodaballo (Iglesias et al., 2003b). También se ha sugerido la presencia de otros 
antígenos de superficie, aparte de los i-antígenos (Iglesias et al., 2003b; Lee y 
Kim, 2008a, b) que podrían participar en la protección. 
P. dicentrarchi utiliza las estrategias de muda y variación antigénica para 
sobrevivir a las respuestas de defensa del hospedador. La utilización de la 
estrategia de muda antigénica explicaría la ausencia de lisis y posterior escape 
del parásito (Iglesias et al., 2002). 
Varios estudios señalaron la adquisición de resistencia a las 
enfermedades en los peces supervivientes a epizootias de escuticociliatosis, 
detectándose mediante ELISA anticuerpos específicos en los sueros de 
rodaballo, tanto en infecciones naturales como en peces inoculados con 
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diferentes formulaciones de ciliados muertos (Iglesias et al., 2003b; Sanmartín et 
al., 2008; Lamas et al., 2008; Sitjà-Bobadilla et al., 2008). También se obtuvo 
protección parcial y producción de anticuerpos específicos en lenguado japonés 
inmunizado con escuticociliados (Jung et al., 2006).  
 
5.4. Técnicas de diagnóstico 
Generalmente, el primer paso en el diagnóstico de las patologías 
parasitarias consiste en la observación al microscopio óptico o electrónico de las 
características morfológicas del parásito a partir de raspados o improntas de 
tejido en fresco o teñidas. También se recurre a la histología, que permite, con 
ayuda de diversas tinciones, la observación del parásito en los distintos tejidos 
del pez, permitiéndonos conocer cómo se desarrolla la patología. 
Mediante pruebas serológicas, como el ELISA, Western blot o 
inmunohistoquímica, entre otras, se estudian las propiedades, componentes y 
alteraciones del suero en condiciones normales y patológicas.  
Sin embargo, en los últimos años ha cobrado una gran importancia el 
diagnóstico mediante PCR y técnicas derivadas, siendo este un método de 
detección e identificación más exacto debido a la creciente información existente 
en las bases de datos de secuencias nucleotídicas. Entre las técnicas derivadas 
de la PCR destacan: la RFLP (Polimorfismos en los tamaños de los fragmentos 
de restricción), utilizada en el  estudio de microsporidiosis marinas (Leiro et al., 
2000); la RAPD (Amplificación aleatoria de ADN polimórfico) empleada para 
obtener el patrón de varias especies de escuticociliados marinos, como Uronema 
marinum  (Cheung et al., 1980; Sterud et al., 2000; Jee et al., 2001) y Mesanophrys 
carcini (Grolière y Leglise, 1977); y el uso de cebadores específicos utilizado en 









5.5. Profilaxis y control 
Existen varios factores que pueden influir en la eficacia de las medidas 
terapéuticas para el control de la escuticociliatosis por P. dicentrarchi (Iglesias et 
al., 2002): (1) P. dicentrarchi es una especie altamente virulenta que se divide 
rápidamente y migra a través del torrente sanguíneo y los tejidos conectivos, 
alcanzando varios órganos y tejidos, donde se alimentan activamente de 
componentes tisulares. (2) Pocos agentes quimioterápicos han sido aprobados 
para su uso en acuicultura, lo cual limita la elección de fármacos para el 
tratamiento de la escuticociliatosis. (3) Algunos de los compuestos más 
efectivos mostraron una reducida actividad en agua de mar podría indicar que 
no son suficientemente efectivos en la administración por baño, y la 
administración oral es difícil en casos severos porque, cuando la enfermedad se 
encuentra en una fase avanzada, los peces como el rodaballo exhiben anorexia.  
Iglesias et al. (2002) testaron el efecto in vitro de 52 antiprotozoarios frente 
al patógeno, y 13 de ellos resultaron efectivos (es decir, causaron la muerte de 
todos los ciliados tras un ensayo de 24 horas). En un orden descendiente de 
eficacia (dosis letal mínima de 100 a 0,8 ppm), los compuestos efectivos fueron: 
niclosamida, oxiclozanida, sulfóxido de bitionol, toltrazuril, N-(2’-hidroxi-5’-
cloro-benzoilo) 2-cloro-4-nitroanilina, furaltadona, hiclato de doxiciclina, 
formalina, albendazol, carnidazol, pirimetamina, hidrocloruro de quinacrina y 
sulfato de quinina. Sin embargo, el hiclato de doxiciclina y albendazol no 
resultaron efectivos en agua de mar, y la actividad del sulfóxido de bitionol y el 
toltrazuril resultó también reducida.  
Uno de los compuestos más utilizados en acuicultura es la formalina. 
Iglesias et al (2002), aunque consideran el uso de formalina inapropiado en vista 
de la localización endoparásita del ciliado, reconocen que los baños con 






Los tratamientos mediante baño con Jenoclean y peróxido de hidrógeno 
resultaron efectivos a bajas concentraciones (50 ppm) con un tiempo de 
aplicación corto, mientras que la formalina resultó sólo moderadamente 
efectiva a esta concentración (Jin et al., 2009; Harikrishnan et al., 2010).  
Recientemente, ha habido un creciente interés en el uso terapéutico de 
polifenoles vegetales como la manguiferina, la epigalocatequina-3-galato y el 
resveratrol. De estos tres compuestos, sólo el resveratrol (RESV) provocó una 
reducción significativa en la densidad de los ciliados a 50 μM, mientras que esta 
reducción sólo fue significativa para la mangiferina y la epigalocatequina a la 
concentración de 500 μM (Leiro et al., 2004b). El RESV tiene efectos citostáticos 
frente a P. dicentrarchi, ya que causa anormalidades metabólicas que provocan 
procesos de autofagia, alteración mitocondrial, reducción del volumen celular y 
bloqueo de la protección frente al estallido respiratorio debido a la 
desregulación de enzimas detoxificantes como la peroxidasa, catalasa y 
superóxido dismutasa (Morais et al., 2009; Lamas et al., 2009).  
Como una posible alternativa, se ha investigado también el uso 
terapéutico de la β-ciclodextrina encapsulada en microesferas de quitosan, 
resultando este tratamiento en una eliminación total  de los parásitos in vitro 
(Paramá et al., 2005). La indometacina es una droga antiinflamatoria no 
esteroidal que inhibe la síntesis de prostaglandinas, y ha mostrado ser capaz de 
inhibir el crecimiento in vitro de P. dicentrarchi mediante un mecanismo 
relacionado con la inducción de la apoptosis (Paramá et al., 2007b).  
Los lenguados japoneses inyectados con oligonucleótidos sintéticos que 
contenían motivos CpG (CpG-ODNs) mostraron una mayor actividad 
escuticocida en el suero, que desaparecía si estos sueros eran inactivados por 
calor, lo que sugiere que estos compuestos podrían activar la vía alternativa del 
complemento, y aumentar la resistencia frente al parásito (Lee y Kim, 2009). En 
otros estudios se han sintetizado y testado nuevos antiprotozoarios frente al 
parásito P. dicentrarchi, y los más activos resultaron poseer un anillo de 
piperazina en su estructura química (como, por ejemplo, los reconocidos 




En relación al uso de antibióticos, Jin et al. (2009) informaron de que los 
acuicultores coreanos controlan parcialmente la escuticociliatosis con la 
aplicación cruda de antibióticos como la oxitetraciclina, gentamicina, 
tetraciclina, amoxicilina y cefazolina, a pesar de que no ha sido llevado a cabo 
ningún estudio científico para determinar la eficacia relativa de estos 
tratamientos (Jin et al., 2009). Por otro lado, los brotes de escuticociliatosis 
provocados por P. dicentrarchi en lubina en el Mediterráneo se controlaron de 
manera efectiva mediante el uso de dimetridazol (Dragesco et al., 1995). Sin 
embargo, en el estudio realizado por Iglesias et al. (2002), la oxitetraciclina, 
amoxicilina, gentamicina y dimetridazol no resultaron efectivos contra el 
parásito en agua de mar. 
El tratamiento químico de la escuticociliatosis presenta dificultades 
debidas a la naturaleza endógena del parásito, los elevados costes de la terapia, 
y la preocupación pública existente en cuanto a la alimentación y seguridad 
ambiental (Harikrishnan et al., 2010). La vacunación es una posible alternativa a 
los tratamientos químicos y representa actualmente la vía más efectiva de 
control de la parasitosis producida por P. dicentrarchi. 
Recientemente, Sanmartín et al. (2008) desarrollaron una vacuna 
inactivada frente a un aislado P. dicentrarchi capaz de producir una protección 
relativa del 77% y 66% pasados uno y cinco meses tras la segunda vacunación, 
respectivamente, lo que indica que la emulsión utilizada de antígeno más 
adyuvante oleoso induce una protección duradera contra la infección por este 
parásito en rodaballo cultivado. Lamas et al. (2008) optimizaron la formulación 
de esta vacuna, elevando al 100% la protección obtenida mediante una mezlca 
de 106 trofozoítos/ml, 0,2% de formalina y 50% de adyuvante (Seppic 
Montanide ® ISA 763A). Otros autores han desarrollado una vacuna con una 
mezcla de tres aislados del escuticociliado de distintos orígenes, que produjo un 
cierto grado de protección tras el reto con uno de los aislados (Sitjà-Bobadilla et 
al., 2008). 
Hasta la fecha, no hay evidencia de que exista una vacuna que pueda 
proteger frente a diferentes aislados de P. dicentrarchi. Los rodaballos 
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vacunados con los distintos aislados mostraron diferentes niveles de protección, 
y la protección efectiva sólo fue alcanzada cuando se usó el mismo aislado en la 
vacunación y en el reto (Piazzon et al., 2008). 
 
5.6. Filogenia 
En el análisis filogenético de un aislado de Philasterides dicentrarchi  
obtenido de rodaballo, utilizando un fragmento de 350 pb de la subunidad 18S 
del ARNr, las mayores identidades nucleotídicas fueron observadas con las 
especies aisladas del lenguado japonés llamadas Miamiensis avidus (99%) y 
Philasterides dicentrarchi (98%), mientras que las menores identidades 
nucleotídicas se observaron con Entodiscus borealis (85%) y Uronema marinum 





















Figura 11. Relaciones filogenéticas de diversas especies del orden Philasterida inferidas a partir del 
análisis de secuencias del gen SSUrRNA mediante el método de neighbour-joining. En cada nodo se 
indican los valores de bootstrap para 1000 réplicas, y la barra de escala indica una distancia de 0,02 




La asignación de los distintos géneros dentro de las familias del orden 
Scuticociliatia ha sido y es controvertida, ya que no han sido presentados 
criterios generalmente aceptables para ellos (Corliss, 1979; de Puytorac, 1994; 
Lynn y Small, 2002; Ma et al., 2005; Lynn, 2008). En base a los patrones 
estomatogenéticos, los datos de caracteres apomórficos y plesiomórficos y los 
caracteres morfológicos, Ma et al. (2005) asignaron Philaster y Philasterides a dos 
familias diferentes, Philasteridae y Uronematidae, respectivamente. Sin 
embargo, en base a su morfología similar, especialmente la estructura “similar” 
del aparato bucal (por ejemplo, las membranelas 1 y 2 dominantes), estos dos 
géneros han sido colocados dentro de la misma familia Philasteridae por otros 
investigadores (Corliss, 1979; de Puytorac, 1994; Lynn y Small, 2002; Lynn, 
2008). 
Además, ha sido propuesta una sinonimia entre las especies Philasterides 
dicentrarchi y Miamiensis avidus, basándose en caracteres morfológicos (Song y 
Wilbert, 2000; Jung et al., 2007) y en la secuencia genética de la subunidad  
ARNr 18S (Jung et al., 2007; Paramá et al., 2006). 
Se han descrito 3 especies dentro del género Philasterides: P. armata, P. 
armatalis y P. dicentrarchi. Recientemente, se ha informado de que el nombre del 
ciliado enviado al GenBank (Kim et al., 2004a) ha sido cambiado de Philasterides 
dicentrarchi  a Miamiensis avidus, debido a los resultados de un estudio que 
analiza las 3 morfoespecies del género Philasterides y concluye que entre P. 
armatalis y P.dicentrarchi hay una identidad de secuencias de un 94,5%, siendo 
esta identidad de un 99,8% entre P. dicentrarchi  y M. avidus (Gao et al., 2010).  
 
6. DETERMINACIÓN DE ESPECIES Y CEPAS EN CILIADOS 
6.1. El concepto de “especie” en ciliados 
La determinación de especies ha sido y es un tema controvertido. La 
riqueza morfológica de los ciliados se expresa en las aproximadamente 8000 
especies de ciliados descritos (Paulin, 1996), de los cuales unos 4300 son de vida 
libre (Finlay et al., 1996). Según algunos autores, esta cifra es menor, y estiman 
que el número aproximado de especies de ciliados de vida libre es de unos 3000 
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(Finlay et al., 1996). La razón principal de esta diferencia en el número de 
especies es la falta de una definición clara y concreta del concepto de especie en 
ciliados. 
Algunos de los problemas de la determinación de especies se derivan del 
escaso número de células analizadas para la descripción, aunque el mayor 
número de especies sinónimas se ha generado con la utilización de las técnicas 
de impregnación argéntica, ya que a menudo la descripción se ha basado 
únicamente en ciliados impregnados, sin tener en cuenta las características del 
ciliado en vivo. Del mismo modo, las descripciones no pueden basarse sólo en 
observaciones del ciliado en vivo. 
Existen dos tendencias en el campo de la taxonomía de los ciliados: los 
taxónomos “separadores”, que utilizan las diferencias más mínimas, como 
pequeñas diferencias en la infraciliatura y el tamaño de las células para crear 
una nueva especie, y los taxónomos “unificadores”, que estiman que puede 
existir una amplia variación dentro de los individuos de una especie (variación 
intraespecífica). 
Recientemente, intentando solucionar este problema, Finlay et al. (1996) 
han establecido el concepto de morfoespecie, basado en la idea de que los 
ciliados muestran gran diversidad de formas (pleomorfismo), y la forma y 
función están claramente correlacionadas, por lo que las morfoespecies pueden 
ser definidas en términos de límites específicos para sus características 
morfológicas. Una morfoespecie puede contener distintas especies “hermanas”. 
La morfoespecie permite determinar diferentes cepas utilizando técnicas 
moleculares, pero si estas cepas no pueden ser relacionadas con características 
específicas de forma y función, no hay justificación para denominar las cepas 
como especies. 
Otro concepto, acuñado desde el campo de la microbiología, es el de los 
ecotipos, que son como poblaciones ecológicamente distintas sujetas a sus 
propios eventos particulares de selección periódica, definición que nos permite 
identificar a los ecotipos como agrupaciones basadas en la identidad de 




considerados como especies con un concepto ecológico de especie (Ward, 2006). 
Las morfoespecies pueden hospedar múltiples ecotipos fenotípicamente 
plásticos (Finlay et al., 2006) y el reto actual  está en determinar qué nivel de un 
(sub)cluster (subgrupo), si es alguno, le corresponde a los ecotipos (Palys et al., 
1997; Cohan, 2002) y descubrir si hay alguna correspondencia entre los grupos 
de secuencias de ADN, los ecotipos y las morfoespecies (Dini y Nyberg, 1999; 
Foissner et al., 2001; Finlay, 2004; Boenigk et al., 2005). Genomas de diferentes 
ecotipos pueden diferir en los sets de genes de transferencia horizontal: algunos 
de esos genes podrían conferir singularidades ecológicas y definir un ecotipo, 
mientras que otros podrían representar cambios neutrales sin significación 
ecológica, y los genomas del mismo ecotipo deberían diferir sólo en el último 
set de genes (Cohan, 2006).  
También es común referirse a los subgrupos dentro de una especie como 
serotipos, determinados por diferencias en los patrones polipetídicos ante 
distintos anticuerpos, aunque en ocasiones no está claro si este concepto 
corresponde a cepas o a subespecies dentro de una especie.  
 Sin embargo, el enfoque genético, más riguroso, es el más demandado y 
el más respetado actualmente, y se habla entonces de genotipos o ribotipos, 
según el tipo de marcador genético utilizado.  
 
6.2. Técnicas utilizadas en la determinación de especies 
Las técnicas convencionales de investigación, como los estudios 
morfológicos basados en análisis de microscopía óptica y electrónica, los 
estudios de comportamiento, los ensayos de emparejamiento con cepas vivas 
etc., han sido el fundamento en el que se ha basado tradicionalmente la 
identificación y sistemática de los ciliados (Chen et al., 2000). El análisis de las 
líneas de plata en individuos impregnados con plata es un método fiable que se 
sigue empleando en la actualidad para hacer investigaciones sistemáticas y 
morfogenéticas mediante microscopía óptica (Lin et al., 2007; Shao et al., 2007) y 
microscopía electrónica de transmisión (Cameron y O’Donoghue, 2002; 
Kornilova et al., 2006; Modeo et al., 2006).  
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Sin embargo, muchas especies morfológicas son realmente especies  
hermanas o grupos de especies crípticas (Curds, 1985). Estos grupos de especies 
hermanas ahora pueden identificarse utilizando técnicas bioquímicas y 
moleculares de isoenzimas y secuencias de ácidos nucleicos. La introducción de 
estas técnicas ha ayudado a resolver algunos de los problemas sistemáticos 
dentro del filo Ciliophora, particularmente con respecto a la separación de 
especies y la reconstrucción de sus relaciones filogenéticas (Paiva et al., 2009; Yi 
et al., 2009).  
Desde la introducción de la PCR (Mullis et al., 1986), la electroforesis en 
gel ha sido ampliamente utilizada para separar los productos de PCR y 
determinar su presencia, intensidad, tamaño y patrón a través de la 
visualización con diferentes tinciones. La aplicación de las técnicas de PCR a los 
estudios filogenéticos de ciliados ofrece la oportunidad de adquirir información 
adicional a partir de secuencias moleculares. Sin embargo, los estudios de 
diversidad genética intraespecífica en ciliados están particularmente 
obstaculizados por la falta de marcadores de ADN apropiados (Gentekaki y 
Lynn, 2009). Hasta el momento, se han utilizado fragmentos de ADN de 
algunos genes como la subunidad pequeña del  rRNA (SSrRNA) (Sogin et al., 
1986; Lynn y Sogin, 1988), histonas (Bernhard y Schlegel, 1998), proteínas de 
shock térmico Hsp 70 (Budin y Philippe, 1998), secuencias de la ADN 
polimerasa (Hoffman y Prescott, 1997) o regiones ITS2 (Coleman, 2003), entre 
otras,  para construir los árboles filogenéticos de alrededor de 230 protistas 
ciliados. La caracterización de diferentes isozimas es otro de los métodos 
usados para diferenciar especies y cepas de ciliados (Valbonesi y Luporini, 
1988).  
En base a la amplificación del ADN, se pueden realizar diferentes 
técnicas para la identificación de los escuticociliados, como por ejemplo: 
- RAPD. Los fragmentos de ADN obtenidos por medio de esta técnica se 
amplifican en regiones aleatorias del genoma ya que los cebadores son 
secuencias arbitrarias de ADN sintético (Welsh y McClelland, 1990; 




conocimiento previo de secuencias de ADN, y nos permite analizar una 
gran variedad de lugares del genoma simultáneamente, mostrándose las 
diferencias existentes entre las cepas o especies.  
- PCR-RFLP. La técnica RFLP consiste en la digestión con enzimas de 
restricción de los amplicones de la PCR, que generará distintos patrones 
de fragmentos si existe variación en las secuencias nucleotídicas 
digeridas, y la posterior visualización mediante electroforesis en gel de 
los patrones obtenidos.  
- PCR-multiplex. Los productos obtenidos de la amplificación del ADN 
de cada especie por este método son diferentes para cada una de ellas, lo 
que permite distinguirlas de una forma rápida y sencilla, incluso en el 
caso de hospedadores infectados simultáneament por varias especies. 
Kim y col. (2004b) basándose en la comparación de la secuencia del gen 
SSUrRNA de varios escuticociliados, seleccionaron 3 regiones 
hipervariables para la construcción de los cebadores de la PCR utilizados 
en la amplificación específica de segmentos del gen SSUrRNA de las 
especies examinadas. 
- PCR en tiempo real. La PCR en tiempo real es una variante de la PCR 
utilizada para amplificar y cuantificar simultáneamente de forma 
absoluta el producto de la amplificación del ADN. Se ha utilizado en 
infecciones producidas por Ichthyophthirius multifiliis (Jousson et al., 
2005).  
 
Mediante la serología, se estudian las propiedades, componentes y 
alteraciones del suero en condiciones normales y patológicas. Las pruebas 
serológicas incluyen, por ejemplo, el ELISA y la separación electroforética de los 
patrones polipeptídicos seguida de un Western blot. Mediante el uso del 
Western blot,  se pueden llegar a determinar distintos serotipos dentro de una 
misma especie en función de las diferencias en sus patrones polipeptídicos. Sin 
embargo, todas estas técnicas varían en especificidad y sensibilidad, lo que hace 
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que a veces sean difíciles de interpretar, siendo el antígeno el componente con 
mayor influencia en la especificidad de un test.  
 
La utilización de las técnicas computacionales multivariantes modernas 
supuso un gran avance, ya que posibilitan el análisis de una gran cantidad de 
datos, facilitando el uso de la información creciente que existe en las bases de 
































































Philasterides dicentrarchi  es un parásito histiófago que provoca la 
escuticociliatosis en el rodaballo cultivado, entre otras especies, causando 
enormes pérdidas en la acuicultura. La problemática de la escuticociliatosis se 
ve agravada en la actualidad por la inexistencia de medidas de control efectivas 
y por la incapacidad de predecir y prevenir las infecciones. Nuestro grupo de 
investigación ha desarrollado una vacuna inactivada que provoca, tras su 
administración vía intraperitoneal, una protección muy buena y duradera 
frente a la infección experimental, si bien no ofrece una protección generalizada 
frente a todos los brotes de escuticociliatosis aparecidos en diferentes plantas de 
cultivo. Estos resultados parecen indicar que podemos encontrarnos ante 
infecciones producidas por diferentes especies de escuticociliados o por 
diferentes cepas del parásito, con diferencias antigénicas significativas a nivel 
de los antígenos protectores. Puesto que hasta el momento no existe una 
información veraz sobre la epidemiología de la escuticociliatosis en las 
piscifactorías gallegas y también se desconoce si existen varias especies/cepas 
de escuticociliados, es fundamental conocer y caracterizar con detalle el/los 
agente/s etiológico/s de esta infección en el rodaballo para desarrollar con 
rigor una vacuna que genere una protección global frente a esta patología.  
Por tanto, en el presente estudio nos marcamos los siguientes objetivos:  
 Investigar la posible existencia de cepas de Philasterides dicentrarchi 
mediante análisis morfológicos, ecofisiológicos, serológicos y genéticos 
en piscifactorías comerciales de rodaballo de Galicia y Portugal. 
 Determinar la metodología más rápida y eficaz para la caracterización de 
aislados en brotes de escuticociliatosis. 
 Caracterizar los principales antígenos del ciliado y analizar la respuesta 
inmunitaria y protección inducida en el rodaballo tras la 
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
Los rodaballos (50-100g) utilizados en estos experimentos se obtuvieron 
de piscifactorías gallegas. Se mantuvieron en tanques de 250 litros con agua 
salada recirculante en constante aireación, bajo un fotoperíodo de 12 horas y se 
les alimentó diariamente con pellets de pienso comercial semiseco (Skretting, 
Burgos, España). Los peces fueron aclimatados a las condiciones de laboratorio 
durante un mínimo de dos semanas antes del inicio de los experimentos.  
Los ratones utilizados fueron hembras de 8-10 semanas de edad 
pertenecientes a las cepas BALB/C y SWISS-CD1, obtenidas del Animalario 
Central de la Universidad de Santiago de Compostela.   
Todos los experimentos se llevaron a cabo de conformidad con la 
normativa europea sobre protección de los animales (Directiva 86/609), 
incluida en la Declaración de Helsinki, y todos los protocolos experimentales 
fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso Animal de la 
Universidad de Santiago de Compostela. 
 
2. OBTENCIÓN DE LOS AISLADOS  
Los aislados del parásito ciliado Philasterides dicentrarchi  fueron 
obtenidos a partir de fluído ascítico o cerebros  de rodaballos infectados de 
manera natural en distintas piscifactorías de Galicia y Portugal. En el capítulo 6 
se describe específicamente cómo se obtuvieron los aislados de P. dicentrarchi a 
partir de muestreos mensuales en una misma piscifactoría gallega. 
 
3. CULTIVO DE LOS AISLADOS DE Philasterides dicentrarchi  
La pertenencia de los distintos aislados a la especie P.dicentrarchi se 
confirmó en todos los casos en base a criterios morfológicos (Iglesias et al., 2001; 
Paramá et al., 2006) y genéticos (Paramá et al., 2006). 
Los mejores resultados de crecimiento para la especie Philasterides 
dicentrarchi se obtienen a un pH 7,2, una temperatura de 18-23 ºC y una 
salinidad del 10‰ (Iglesias et al., 2003a), por lo que éstas fueron las condiciones 
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de cultivo para todos los aislados del parásito, que se mantuvieron en el 
laboratorio a 21 ºC. 
 
3.1. Medios de cultivo 
Para el mantenimiento de los parásitos en el laboratorio, así como para la 
realización de los diferentes ensayos, se utilizaron distintos medios de cultivo, 
cuya composición se detalla a continuación: 
 
3.1.1. Medio L15 incompleto 
El medio L15 (Leibovitz) con L-Glutamina (Sigma-Aldrich) se preparó 
según las instrucciones del fabricante, sin ningún tipo de aditivo. La 
esterilización se realizó por filtración (0,22 μm). 
 
3.1.2. Medio L15 completo (10‰ salinidad, pH 7.2) 
Este medio corresponde al medio descrito en Iglesias et al. (2003b) con 
alguna modificación.  
El medio L15 (Leibovitz) con L-Glutamina (Sigma-Aldrich) se preparó 
siguiendo las instrucciones del fabricante, y a continuación se añadieron 90 
g/ml de cada uno de los nucleótidos adenosina, citidina y uridina, 150 g/ml 
de guanosina y 5 g/l de glucosa, tras lo que se esterilizó por filtración a 0,22 
μm. La solución lipídica se preparó disolviendo en agua bidestilada 1,81 mg/ml 
de L--fosfatidilcolina y 1,81 mg/ml de Tween80, y calentando la disolución a 
80 ªC durante 1 h en agitación hasta su completa disolución, tras lo que se 
esterilizó por filtración (0,22 μm) en caliente.  
Una vez esterilizados, el medio de cultivo y la solución lipídica se 
mezclaron. Antes de su utilización, el medio L15 completo fue suplementado 
con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (FBSi) y 1% de solución 
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3.2. Mantenimiento de los parásitos en el laboratorio 
Con el fin de estandarizar los protocolos y minimizar las diferencias 
debidas al manejo, el mantenimiento de los diferentes frascos de cultivo de los 
distintos aislados se llevó siempre en paralelo, realizando al mismo tiempo los 
pases de los frascos de cultivo y los pases a través del pez, con los mismos lotes 
de medio de cultivo, la misma temperatura,…  
Puesto que los ciliados pierden virulencia cuando son cultivados in vitro, 
periódicamente cada mes, y siempre antes de la realización de cualquier 
experimento, se infectaron experimentalmente rodaballos con los diferentes 
aislados, para obtener así cultivos frescos de parásitos virulentos (Paramá et al., 
2003). Para esta infección, los rodaballos se inyectaron intraperitonealmente con 
100 l de una suspensión de parásitos (5x106 parásitos/ml) en tampón fosfato 
salino (PBS). Tras aproximadamente 6-7 días de infección, cuando se observó 
una importante acumulación de fluído ascítico en la cavidad intraperitoneal de 
los rodaballos, los parásitos fueron reaislados por abdominocentesis bajo 
condiciones asépticas en medio L-15 incompleto con un 10% de la solución PSA. 
Cuando los cultivos recién aislados estuvieron libres de restos celulares, se 
pasaron a frascos de cultivo con medio L-15 completo suplementado con 10% 
de FBSi y 1% de solución PSA y se mantuvieron en el laboratorio a 21 ºC, 
realizando los pases necesarios con este mismo medio de cultivo.  
 
4. PREPARACIÓN DE LOS ANTÍGENOS 
4.1. Preparación de los extractos totales 
Para la obtención de los extractos totales de los parásitos, 2x106 ciliados 
procedentes de cultivos en fase exponencial temprana fueron lavados tres veces 
por centrifugación a 650g en tampón fosfato salino (PBS) a 4ºC. Tras la adición 
de 1 mM  de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF; disuelto en etanol 100º), los 
ciliados se rompieron por ultrasonidos a 4ºC y se centrifugaron a 14000 x g 20 
minutos. El pellet se lavó entonces dos veces con PBS a 4ºC, y finalmente se 
resuspendió en PBS a 4ºC. Los extractos fueron almacenados a -80ºC hasta su 
utilización.  
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4.2. Preparación de los antígenos de membrana 
El antígeno de membrana se obtuvo a partir de cultivos de los diferentes 
aislados en L-15 completo suplementado con 10% FBSi y 1% de solución PSA. 
Tras precipitar los ciliados por centrifugación a 700g durante 5 minutos, se 
realizaron 3 lavados con PBS (pH=7,4) y se resuspendieron en tampón HEPES 
suplementado (HEPES 30Mm,  20 mM KCl, 5mM MgSO4, 0,5 mM EDTA, 1 mM 
de PMSF, , 1 mM dibucaína hidrocloruro, pH 7,6). Al cabo de 15-20 minutos a 
temperatura ambiente, y tras comprobar al microscopio que se había producido 
la desciliación, los parásitos se centrifugaron 3 veces a 600g durante 5 minutos, 
para asegurar la completa eliminación de los parásitos enteros. El pellet se 
resuspendió entonces en PBS con 0,25 M sacarosa y se lisó ultrasónicamente en 
un sonicador Branson W-250 (Branson Ultrasonic Corporation, USA) sobre 
hielo, realizando 8 ciclos de sonicación de 10 pulsos (ciclos al 50% e intensidad 
de salida 4). El completo lisado de los parásitos se comprobó al microscopio 
óptico de contraste de fases (40X). Tras la sonicación, la disolución resultante se 
homogeneizó, y luego se centrifugó a 8000 g 5 minutos. El pellet se disolvió 
entonces en 3 ml de tampón HEPES suplementado y se aplicó a la parte 
superior de un gradiente de sacarosa con las concentraciones 0,5M, 1M y 0,5 M. 
Los tubos se centrifugaron a 6000 g y se recuperó con cuidado la parte 
correspondiente a la sacarosa 1M, que contiene la fracción membranosa. Esta 
fracción se volvió a centrifugar a 11000 g durante 20 minutos y, finalmente, el 
pellet se resuspendió en tampón HEPES con 0,5% de Triton X-114, con el fin de 
solubilizar las proteinas integrales de membrana (Bordier, 1981) durante 12 
horas a 0 ºC.  Pasado este tiempo, la disolución se centrifugó a 8000xg durante 
10 minutos, se resuspendió en PBS y se dializó frente a PBS con varios cambios 
de tampón a 4ºC. Los antígenos de membrana de los diferentes aislados de P. 
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4.3. Determinación de la concentración de proteínas 
La concentración de proteínas en las distintas preparaciones antigénicas 
fue determinada mediante el método de Bradford (1976), utilizando el reactivo 
comercial BioRad Protein Assay (BioRad Laboratories, Alemania). La curva de 
calibrado se realizó con diferentes concentraciones de seroalbúmina bovina 
(BSA; Sigma-Aldrich). 
 
5. OBTENCIÓN DE LOS ANTICUERPOS  
5.1. Obtención de sueros de ratón 
5.1.1. Obtención de sueros de ratón anti-aislado  
Para obtener los anticuerpos frente a los diferentes aislados, los ratones 
fueron inmunizados como ya se ha descrito previamente (Iglesias et al., 1993). 
Cinco ratones fueron inyectados intramuscularmente los días 0 y 30 con 200 μl 
de una mezcla 1:1 (v/v) de adyuvante (Montanide IMS 1312 VG; Seppic, París, 
Francia) y una solución que contenía 106 parásitos/ml en PBS y 0,1% 
formaldehído, para cada uno de los aislados. Al día 60, se obtuvieron muestras 
de sangre, por punción del plexo venoso retrobulbar, que se dejaron coagular 
durante 12 h a 4ºC y se centrifugaron posteriormente a 10000 g durante 5 
minutos. A continuación, se recogió el suero, se diluyó 1:1 (v/v) con glicerol y 
se almacenó a -80ºC hasta su uso. Los sueros control sin anticuerpos se 
obtuvieron de ratones sin ningún tipo de tratamiento.  
 
5.1.2. Obtención de sueros de ratón anti-membrana  
Para obtener los anticuerpos anti-membrana de P. dicentrarchi contra los 
diferentes aislados, cinco ratones fueron inyectados intramuscularmente los 
días 0 y 30 con 200 μl de una mezcla 1:1 (v/v) de antígeno de membrana (2500 
μg/ml) procedente de los correspondientes aislados y adyuvante (adyuvante 
completo de Freud en la primera inmunización y adyuvante incompleto de 
Freud en la segunda inmunizacióón). Al día 60, se obtuvieron muestras de 
sangre con el método ya descrito en el apartado anterior. 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 
54 
5.2. Obtención de sueros de rodaballo  
5.2.1. Obtención de sueros de rodaballo anti-aislado 
Para la obtención de los anticuerpos anti-aislado en rodaballo, se siguió 
el mismo protocolo utilizado para los ratones. Al día 60, se obtuvieron muestras 
de sangre por punción de la vena caudal, se dejaron coagular durante 6 h a 
temperatura ambiente y se centrifugaron a 10000 g 5 minutos. El suero se 
recogió entonces, se diluyó 1:1 (v/v) con glicerol y se almacenó a -80ºC hasta su 
uso. Los sueros control sin anticuerpos se obtuvieron de rodaballos sin ningún 
tipo de tratamiento. 
 
5.2.2. Obtención de sueros de rodaballo anti-membrana 
Para obtener los anticuerpos anti-membrana de P. dicentrarchi contra los 
diferentes aislados, diez rodaballos fueron inyectados intraperitonealmente los 
días 0 y 30 con 200 μl de una mezcla 1:1 (v/v) de antígeno de membrana (2500 
μg/ml) procedente de los correspondientes aislados y adyuvante (Montanide). 
Al día 60, se obtuvieron muestras de sangre con el método ya descrito en el 
apartado anterior. 
 
5.3. Determinación de los niveles de anticuerpos en el suero 
Los niveles de anticuerpos en suero se determinaron mediante un ensayo 
ELISA directo (en el caso de los sueros de ratón) y un ensayo ELISA doble-
indirecto (en el caso de los sueros de rodaballo), utilizando los correspondientes 
antígenos de cada aislado (extracto crudo para los sueros anti-aislado y 
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6. ANÁLISIS MORFOLÓGICO DE LOS AISLADOS 
Para realizar las medidas del tamaño corporal, la ciliatura oral y el 
número de cinetias, y determinar la posición del poro de la vacuola contráctil 
de los distintos aislados de P. dicentrarchi, se utilizó la tinción de carbonato de 
plata amoniacal (Fernández-Galiano,1994) modificada (también conocida como 
técnica española de carbonato de plata; Foissner, 1991) . Los cilios somáticos y el 
cilio caudal se midieron a partir de parásitos fijados en formol al 10% 
tamponado (pH 7,2), con ayuda del microscopio de contraste de fases y el 
tamaño nuclear se determinó a partir de mediciones de suspensiones de 
parásitos teñidos con Hemacolor (Merck). En todas las mediciones realizadas se 
utilizaron un mínimo de 5 réplicas de cultivos diferentes, siempre en fase 
exponencial (día 2-3 de cultivo), de cada aislado de P. dicentrarchi. A 
continuación se exponen los caracteres morfológicos que se han medido y los 
tamaños de muestra utilizados: 
 Longitud y anchura corporal (N= 250). 
 Ratio longitud/anchura (N= 250). 
 Longitud del campo bucal (N= 250). 
 Ratio longitud del campo bucal/longitud corporal (N= 250). 
 Longitud de la 1ª y de la 2ª membrana paraoral (PM1 y PM2) (N= 50). 
 Longitud y anchura de las policinétidas orales 1, 2 y 3 (OPK1, OPK2 y 
OPK3) (N= 50). 
 Distancia de OPK1 a OPK2 y de OPK2 a OPK3 (N= 50). 
 Distancia desde el ápice del parásito al extremo anterior del OPK1 (N= 
50). 
 Número total de cinetias (N= 30). 
 Longitud de los cilios somáticos (N= 100). 
 Longitud del cilio caudal (N= 100).  
 Tamaño nuclear (diámetros mayor y menor del micronúcleo y 
macronúcleo) (N= 100). 
 Posición del poro de la vacuola contráctil (CVP) (N= 25). 
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6.1. Tinción carbonato de plata amoniacal modificada  
Se tomaron aproximadamente 2*106 parásitos de un cultivo en fase 
exponencial en L-15 completo suplementado con 10% de FBSi y 1 % de solución 
PSA. Tras una centrifugación de 5 minutos a 650 g, se resuspendieron en formol 
al 10% tamponado, e inmediatamente se volvieron a centrifugar, 
resuspendiéndolos en 2 ml de tampón fosfato (PB) 20 mM. 
Se preparó la mezcla de tinción, añadiendo estrictamente en este orden: 
- 1 ml de solución acuosa 1,5% de Triton X-100. 
- 17 gotas de solución de proteosa-peptona. 
- 5 gotas de piridina pura. 
- 1 ml de solución de carbonato de plata amoniacal. 
- 15 ml de agua destilada. 
 
Una vez preparada la mezcla, se añadieron los parásitos resuspendidos 
en PB 20 mM y se calentó el tubo al baño maría a 65 ºC hasta que la solución 
adquirió un color coñac, tras lo cual se realizaron 3 lavados con PB 20 mM, 
dejando finalmente los parásitos resuspendidos en 0,5 ml de PB 20 mM. Las 
mediciones se realizaron con el microscopio óptico a 100X.  
 
Preparación de la solución de carbonato de plata amoniacal  
Se mezclan 150 ml de Na2CO3 (5% en agua destilada) y 50 ml de AgNO3 
(10% en agua destilada), formándose un precipitado blanco que se disuelve 
completamente añadiendo poco a poco NH4OH y removiendo con una varilla 
de vidrio. Se añade luego Na2CO3 (5% en agua destilada) hasta completar los 
1000 ml, se vierte en un frasco y se tapa con papel de aluminio, guardándose en 
un lugar oscuro. Esta solución necesita dos meses de maduración. Hay que 
filtrarla a través de papel de filtro antes de su uso. 
 
Preparación de la solución de proteosa-peptona 
Se mezclan 100 ml de proteosa-peptona (Difco) al 5% en agua destilada y 
se añaden 25 gotas de formol comercial (solución de formaldehido al 37%). 
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6.2. Tinción Hemacolor 
Los parásitos se centrifugaron a 650g para eliminar el medio de cultivo, y 
a continuación se resuspendieron en metanol. Tras media hora de fijación, se 
eliminó el metanol y se añadió la solución 2 de Hemacolor. Inmediatamente se 
eliminó esta solución y se añadió la solución 3, eliminando ésta también 
rápidamente y realizando lavados con tampón fosfato (PB) 20 mM hasta 
eliminar el exceso de colorante. Finalmente, la suspensión celular fue 
resuspendida en PB 20 mM y observada al microscopio óptico a 100X. 
 
6.3. Fijación de los parásitos con formol 10% tamponado 
Los parásitos fueron centrifugados a 650g para eliminar el medio de 
cultivo y resuspendidos en 10% de formol tamponado. Pasada media hora, se 
eliminó el formol por centrifugación y se resuspendió la muestra en PB 20 mM, 
observándose al microscopio óptico de contraste de fases a 100X. 
 
7. ANÁLISIS GENÉTICO DE LOS AISLADOS 
7.1. Extracción de ADN de los aislados del parásito 
Los ciliados (5 x 106 células/ml) se recogieron por centrifugación a 650 g  
durante 5 minutos y se lavaron dos veces con PBS. El ADN genómico se extrajo 
con el kit DNeasy Tissue Kit (Qiagen, USA), siguiendo las instrucciones del 
fabricante, y fue almacenado a -20 ºC hasta su utilización.   
 
7.2. Amplificación por PCR, clonación y secuenciación del ADN 
Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo siguiendo el método 
descrito en Leiro et al. (2000). Se amplificó un fragmento de 350 pares de bases 
(pb) del gen que codifica la subunidad 18S del ARN ribosómico (ARNr 18S) de 
P. dicentrarchi, utilizando una pareja de cebadores directo y reverso 
(PSSU1/PSSU2). Para la amplificación de la citocromo oxidasa 1 (Cox1) y la β-
tubulina, el ADN se amplificó utilizando los cebadores directo/reverso 
RCox1/FCox1 y FPTubulin/RPTubulin, respectivamente, los cuales amplifican 
un fragmento de 398 pb en el caso de la Cox1, y un fragmento de 390 pb en el 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 
58 
caso de la β-tubulina. Los datos de los cebadores y fragmentos amplificados se 















La mezcla de reacción de la PCR (100 l) se preparó con tampón de 
reacción (10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, pH 9,0), 0,2 mM de cada 
desoxinucleótido trifosfato (dNTPs; Roche), 0,4 mM de cada cebador, 1 unidad 
de ADN polimerasa de alta fidelidad (Phusion®; Finnzymes) y 50 ng de ADN 
genómico de P. dicentrarchi como molde. Las reacciones se llevaron a cabo en un 
termociclador automático (Mastercycler, Epperdorf, Alemania) bajo las 
siguientes condiciones: una fase inicial de desnaturalización de 5 minutos a 95 
ºC; 35 ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 45 segundos a 55 ºC (SSUrRNA), 64 ºC (β-
tubulina) o 60 ºC (Cox1), y 1 minuto a 72 ºC; y una fase de extensión de 7 
minutos a 72 ºC. En todos los experimentos se incluyeron controles sin ADN, en 
los que en ninguno de los casos se obtuvieron productos de amplificación. Los 
productos de PCR (alícuotas de 25 l) fueron separados en un gel de agarosa al 
2% en tampón Tris borato EDTA (TBE; 45 mM Tris, 45 mM H3BO3, 1 mM 
EDTA, pH 8.0) incluyendo 0,5 mg/l de bromuro de etidio, utilizado para 
verificar la presencia de una sola banda del tamaño correcto, y se fotografiaron 
Tabla 2.  Secuencias nucleotídicas de los cebadores,  regiones del gen amplificadas  y  tamaño (en pares de 
bases) de los amplicones utilizados en este estudio. 
MATERIAL Y MÉTODOS 
59 
en un aparato equipado con un transiluminador uV de intensidad variable 
(FluorChem® FC2) y un programa de autocaptura de imágenes (Alpha 
Innotech, USA).  
Para concentrar y purificar los productos de PCR obtenidos se utilizó el 
sistema Microcon-PCR (Millipore, USA). Los productos de PCR fueron 
clonados en el vector pGEM-T Easy (Promega, USA) empleando un kit 
comercial y siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante, tal y 
como se ha descrito previamente (Leiro et al., 2002). Así, tras el ligamiento del 
producto de PCR al vector, las células de E. coli (cepa DH5a) fueron 
transformadas por electroporación en un electroporador Gene Pulser II 
(BioRad, USA), usando cubetas Gene Pulser® /E. coli PulserTM con unas 
separación de 0,1 cm a un voltaje de 1,8 kV, una capacitancia de 25 mF y una 
resistencia de 2000 Ω. Las células transformadas fueron seleccionadas en base a 
la sensibilidad al antibiótico ampicilina y a la presencia de actividad -
galactosidasa, mediante -complementación. Para ello, las bacterias fueron 
cultivadas en placas con medio agar-LB que contenían 100 g/ml de ampicilina, 
junto con 50 l de una solución de 20 mg/ml del compuesto cromogénico 5-
bromo-4-cloro-indolil--D-glactosido (X-Gal) y 20 l de un inductor de la 
síntesis de -galactosidasa denominado isopropil--D-tiogalactósido (IPTG) a 
una concentración de 0,5 M, extendidos sobre la superficie del agar. Una vez 
crecidas las colonias, fueron seleccionadas las colonias blancas, que son aquellas 
que contienen el plásmido con el ADN insertado, y se pusieron a crecer en 
medio líquido LB con ampicilina (100 g/ml) toda la noche a 37 ºC con 
agitación. El ADN plasmídico fue purificado usando el Plasmid Mini Kit 
(Qiagen, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para confirmar la 
presencia y el tamaño del fragmento clonado, se realizó una amplificación por 
PCR utilizando los cebadores T7 y SP6 que hibridan en una región que flanquea 
el lugar de inserción del producto de PCR en el vector pGEM-T Easy y los 
productos de PCR obtenidos fueron analizados en un gel de agarosa para 
verificar la presencia de una banda del tamaño correcto. Finalmente, el gen 
clonado en el vector fue secuenciado en direcciones complementarias en un 
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secuenciador automático (Sistemas Genómicos S.L.; Valencia), con los 
cebadores correspondientes (T7 y SP6).   
 
8. ANÁLISIS SEROLÓGICO DE LOS AISLADOS 
8.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE)   
Los distintos antígenos de los aislados de P. dicentrarchi fueron separados 
por SDS-PAGE en geles lineales de poliacrilamida al 10% (Paramá et al., 2004). 
Para el análisis polipeptídico se utilizaron geles reductores y no reductores. En 
el caso de los reductores, las muestras fueron reducidas y desnaturalizadas por 
incubación 5 minutos a 100 ºC en tampón de la muestra (tampón Tris-HCl 
62mM, pH 6,8, con 2% de sodio dodecil sulfato (SDS), 10% glicerol) conteniendo 
0,1 M de ditiotreitol (DTT). Las muestras para los geles no reductores se 
prepararon en este mismo tampón de la muestra, pero sin DTT y sin calentar las 
muestras. Los geles se corrieron a un amperaje constante de 0,05 A y un voltaje 
de 150 V durante 105-120 minutos.  
A continuación, los geles fueron teñidos con azul Coomasie (Thermo 
Scientific GelCode Blue Safe Protein Stain; Pierce) para observar el patrón 
polipeptídico, y/o transferidos a membranas de polifluoruro de vinilideno 
(PVDF) para realizar el Western blot.  
 
8.2. Transferencia y Western blot 
Tras la electroforesis, los geles fueron transferidos a membranas de 
PVDF Inmobilon-P (0.45 μm; Millipore, USA) a un amperaje constante de 0,5A 
durante 30 minutos en una célula de transferencia Transblot SD (Biorad, USA) 
con tampón de transferencia (48 mM Tris, 29 mM glicina, 0.037% SDS y 20% 
metanol, pH 9,2). Una vez transferidas, las membranas se lavaron con tampón 
tris salino (TBS; 50mM Tris, 0,15 M NaCl, pH 7.4) y se tiñeron con Ponceau S 
para verificar la transferencia. 
Para la realización de los Western blot con los sueros de ratón, los sitios 
de unión no específicos fueron bloqueados durante 1 hora con TBS con 0,2% 
Tween 20 (TBS-T) y un 5% de leche descremada en polvo, tras lo que se lavaron 
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con TBS-T y se incubaron 2 horas con suero de ratones inmunizados con el 
antígeno correspondiente de P. dicentrarchi (dilución 1/500). A continuación, las 
membranas se incubaron media hora con suero policlonal de conejo anti-Ig de 
ratón conjugado con una peroxidasa (Dakopatts, USA) diluido 1/800 en TBS-
T0,2%, y finalmente la actividad peroxidasa se reveló con 0.06% 3,3-
tetrahidrocloruro de diaminobenzidina que contenía 0.003% H2O2  y 0.03% 
NiCl2 (DAB/NiCl2, Sigma, USA). Pasados 5 minutos, la reacción se detuvo por 
lavado exhaustivo con TBS, y se escanearon las membranas teñidas. Todo el 
proceso se realizó a temperatura ambiente, y entre cada cambio de anticuerpo 
se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS-T 0,2%, excepto en el último, en el 
que se realizó un primer lavado con TBS con 0,05% de Tween 20 y los dos 
restantes con TBS. 
En los Western blot con suero de rodaballo se utilizó este mismo 
protocolo, con la excepción de que tras el bloqueo y los lavados, las membranas 
se incubaron durante 3 h adicionalmente con una dilución 1:50 de suero de 
rodaballo (en TBS-T) y, tras 5 lavados con TBST, se incubaron 1 h con un 
anticuerpo monoclonal anti-Ig de rodaballo (UR3, (Estévez et al., 1994)), diluido 
1:1000 en TBS-T. A esta incubación le siguió otra de media hora con el 




Los niveles de anticuerpos en suero frente al extracto crudo o la fracción 
de membrana de los aislados de P. dicentrarchi se determinaron mediante un 
ELISA doble indirecto (en el caso de los sueros de rodaballo) (Estévez et al., 
1995), o un ELISA indirecto (en el caso de los sueros de ratón) (Iglesias et al., 
1993). Todo el proceso se llevó a cabo en una cámara húmeda a temperatura 
ambiente. 
Las placas de ELISA de 96 pocillos (IWAKI) se tapizaron con 2 μg (en los 
ELISAS con sueros de ratón) o 0,5 μg (en los ELISAS con sueros de rodaballo) 
de antígeno por pocillo en tampón carbonato-bicarbonato (50 mM Na2CO3, 50 
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mM NaHCO3, 0,05% p/v azida sódica, pH 9,6) y se incubaron toda la noche a 4 
ºC. A la mañana siguiente, las placas fueron lavadas cinco veces con TBS y 
bloqueadas durante 90 minutos con TBST conteniendo un 5% de leche 
descremada. Una vez bloqueadas  las placas, se incubaron 2 h a 37 ºC con una 
dilución 1:50 de suero de rodaballo en TBS-T, o con una dilución 1:500 de suero 
de ratón en TBS-T. Sólo en el caso de los sueros de rodaballo, tras 5 lavados con 
TBS, las placas se incubaron con un anticuerpo monoclonal anti-Ig de rodaballo 
(UR3; Estévez et al., 1994) durante 1 h a 37ºC, diluido 1:1000 en TBS-T0,2%. Las 
placas se lavaron entonces con TBS 5 veces, y los anticuerpos de ratón ligados se 
detectaron por incubación 1 h a 37ºC con un anticuerpo de conejo anti-Ig de 
ratón conjugado con una peroxidasa (Dakopatts, USA) diluido 1:2000 en TBS-T. 
Tras diez lavados con TBS, se añadió a cada pocillo una solución de 
ortofenilendiamina  (OPD; Sigma) al 0,04% en tampón fosfato-citrato (0,05 M 
Na2HPO4, 0,05M C6H8O7, pH 5,0) y 0,001% H2O2. La reacción se detuvo a los 30 
minutos con H2SO4  3N, y se midió la densidad óptica (DO) a 492 nm con un 
lector de ELISA (Titertek Multiscan, Flow Laboratories). 
Este mismo protocolo se utilizó para determinar la reactividad cruzada 
entre los antígenos de los diferentes aislados del parásito.  
 
9. ANÁLISIS ECOFISIOLÓGICO DE LOS AISLADOS  
9.1. Estudio del crecimiento in vitro de los aislados del parásito  
Los ensayos de crecimiento in vitro de los distintos aislados se realizaron 
en placas de poliestireno de 24 pocillos (Nunc). Se inocularon ciliados 
procedentes de cultivos en fase exponencial temprana (1 x 104 parásitos por 
pocillo), por triplicado, en un volumen final de 2 ml de L15 completo 
suplementado con 10% FBSi y 1% solución PSA. Las placas se incubaron a 21ºC 
en una cámara húmeda, para prevenir la evaporación, y los cultivos fueron 
monitorizados diariamente durante el tiempo de duración de los ensayos con 
un microscopio invertido, y el número de ciliados en los pocillos triplicados se 
determinó con ayuda de una cámara de recuento Neubauer.  
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9.2. Ensayos de susceptibilidad a quimioterápicos 
En el capítulo 5 se testó la actividad antiparasiticida de la formalina 
(37%; Merck, Germany), el peróxido de hidrógeno (30%; Merck, Germany) y el 
resveratrol (RESV; Sigma) en agua de mar autoclavada y filtrada por 0,22 μm, a 
las concentraciones de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 ppm en siete 
aislados de P. dicentrarchi (B1, C1, D2, D3, I1, P1 y S1). Como fuente de alimento 
se utilizó Vibrio anguillarum inactivado por calor (106 células/ml). La 
supervivencia se determinó a las 24 y 72 horas de tratamiento, con el fin de 
determinar además la capacidad de recuperación de los parásitos tras el 
tratamiento. 
En el capítulo 6 se estudiaron las diferencias en la susceptibilidad ante la 
formalina (37%) y el peróxido de hidrógeno (49,5%) de los 10 aislados de P. 
dicentrarchi  obtenidos en la piscifactoría durante los muestreos realizados en los 
años 2007 y 2009, utilizando para la realización del ensayo agua de mar 
autoclavada de la propia planta de cultivo en la que se realizó el estudio. Las 
concentraciones testadas fueron 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 ppm. 
Puesto que el agua de mar no se filtró, la fuente de alimento consistió en la 
materia orgánica y las bacterias autóctonas de la planta de cultivo. La 
supervivencia de los ciliados se determinó a las 24 horas de tratamiento. 
 Los ensayos de resistencia se llevaron a cabo en placas de poliestireno de 
24 pocillos (Iwaki), con 2 ml de medio por pocillo, por triplicado.  Los ciliados, 
procedentes de cultivos en fase exponencial temprana, se lavaron dos veces en 
agua de mar, y se sembró en cada pocillo de la placa 1 ml de una suspensión de 
2x105 parásitos/ml en agua de mar. Tras un período de estabilización de 12 
horas, se añadió a cada pocillo 1 ml de la correspondiente concentración de 
cada producto químico. Los efectos de los compuestos en la morfología y 
motilidad de los ciliados se monitorizaron periódicamente con un microscopio 
invertido (Olympus IX50), y a las 24 o 72 horas horas post-inoculación  se 
contabilizó el número de ciliados viables en los pocillos triplicados al 
microscopio invertido con ayuda de una cámara Neubauer con una 
magnificación de 400, fijándolos en 0,2% formalina cuando fue necesario, ya 
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que en las concentraciones elevadas de los quimioterápicos, la baja motilidad 
posibilitó el recuento sin necesidad de fijación, permitiendo así determinar la 
existencia o ausencia de movimiento ciliar.  
Los resultados se expresan como % de mortalidad con respecto al grupo 
control sin tratamiento, calculada como 100-(nº de ciliados viables en el grupo 
experimental x 100)/nº de ciliados viables en el grupo control). La 
concentración inhibitoria media (IC50) se calculó utilizando el método Probit 
(Finney, 1971), y la dosis letal mínima (MLD) fue determinada por la ausencia 
total de movimiento ciliar al microscopio óptico.  
 
9.3. Ensayos de competencia entre aislados 
Para testar la posible existencia de competencia entre los diferentes 
aislados, 3x104 parásitos de cada aislado, procedentes de cultivos en fase 
exponencial, fueron transferidos en grupos de dos a frascos de cultivo de 10 cm3 
(Nunc) con un volumen de 10 ml de L15 completo suplementado con un 10% de 
FBSi y un 1% de PSA. Paralelamente, se cultivaron bajo las mismas condiciones 
frascos de cultivo con igual número de parásitos de los aislados individuales. 
Los frascos de cultivo se incubaron a 21ºC y fueron monitorizados diariamente 
con un  microscopio invertido. Diez días más tarde, cuando los cultivos 
mostraban síntomas evidentes de falta de alimento, se recogieron los ciliados 
por centrifugación y se extrajeron los lisados de cada cultivo, mediante el 
método ya descrito anteriormente. Con el fin de determinar el serotipo presente 
en cada cultivo, los lisados se separaron por electroforesis, se transfirieron a 
membranas de PVDF y se llevó a cabo un Western blot frente a suero de ratón 
anti-P. dicentrarchi.  
 
10. ENSAYOS DE PROTECCIÓN CRUZADA ENTRE AISLADOS 
Para los ensayos de protección cruzada se emplearon grupos de 50 peces 
que fueron inyectados intraperitonealmente los días 0 y 30 (temperatura del 
agua 15ºC) con 100 μl de una mezcla 1:1 (v/v) de adyuvante (Montanide IMS 
1312 VG; Seppic, París, Francia) y una solución que contenía 106 parásitos/ml 
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en PBS del aislado correspondiente y 0,1% formaldehido. Pasados 30 días tras la 
segunda vacunación, se llevó a cabo un reto (temperatura del agua 15ºC), 
siguiendo la metodología previamente descrita (Sanmartín et al., 2008; Lamas et 
al., 2008).  El inóculo para el reto se preparó haciendo crecer los parásitos en 
medio L15 completo suplementado con 10% de FBSi y 1% de solución PSA. Los 
peces se inyectaron intraperitonealmente con 0,2 ml de inóculo (2,5x106 
parásitos/ml) en PBS, y la mortalidad fue monitorizada diariamente durante 38 
días y expresada como mortalidad acumulada. La causa de la muerte se verificó 
por reaislado del parásito de los órganos internos del pez.  
Antes del reto, 5 peces de cada grupo fueron desangrados por punción 
de la vena caudal para obtener muestras de suero, y los niveles de anticuerpos 
frente al aislado correspondiente se determinaron mediante ELISA doble 
indirecto, utilizando los correspondientes antígenos con sus anticuerpos 
homólogos.  
 
11. ANÁLISIS DE DATOS  
11.1. Análisis de los resultados del análisis morfológico 
Se ha utilizado un análisis canónico discriminante (CDA) para 
determinar la combinación de variables que mejor pudiera ayudar en la 
discriminación y separación de los siete aislados de P. dicentrarchi obtenidos. 
Dado un conjunto de variables de clasificación, el CDA obtiene unas funciones 
canónicas, que son combinaciones lineales de las variables, que resumen la 
variación entre clases. El análisis factorial discriminante se realizó con el 
programa libre R (R Development Core Team, 2011), candisc y MASS 
(Venables y Ripley, 2002).  
Se utilizó un análisis jerárquico de clústeres con valores estandarizados 
(Crossa y  Franco, 2004) para determinar los agrupamientos de aislados tras el 
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11.2. Análisis de los resultados de los análisis genéticos 
El alineamiento y consenso de las secuencias de estudio se llevó a cabo 
con el programa Clustal W (Larkin et al., 2007) y se editaron con el programa 
Jalview Multiple Alignment Editor V1.8. Los lugares que contenían huecos 
fueron excluídos. Para cuantificar las divergencias en las secuencias de los 
aislados se calcularon las distancias genéticas, mediante el modelo de dos 
parámetros de Kimura (Kimura, 1980), introducido en el programa MEGA 
version 4.1 (Tamura et al., 2007; Kumar et al., 2008). Los árboles filogenéticos 
fueron contruídos con el programa MEGA, por el método del vecino más 
próximo (neighbour-joining: NJ) aplicado al modelo de corrección de dos 
parámetros de Kimura (Kimura, 1980) mediante bootstrapping con 1000 
replicados (Felsenstein, 1985). El programa Arlequin v 3.11 (S. Schneider, D. 
Roessli, and L. Excoffier, Genetics and Biometry Laboratory, University 245 of 
Geneva, Geneva, Switzerland) (http://www.cmpg.unibe.ch/) se utilizó para la 
búsqueda de haplotipos compartidos por los distintos aislados de P. 
dicentrarchi; el análisis del nivel de intrapoblación  para la estimación de la 
frecuencia de los haplotipos se realizó según los métodos descritos por 
Dempster y Rubin (1983), Excoffier y Slatkin (1995) y Excoffier et al. (2003). Las 
proyecciones del plegamiento del ARN y las estructuras secundarias se 
generaron con el programa DAMBE (Xia, 2001; Xia y Xie 2001), que usa 
algoritmos de la Vienna RNA folding library (Hofacker et al. 1994, 1998). 
 
 
11.3. Análisis de los resultados de los análisis de protección cruzada 
 Los resultados de los ensayos de protección cruzada se analizaron 
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11.4. Análisis de los resultados de los análisis ecofisiológico 
Para los experimentos de susceptibilidad a fármacos se determinó la 
dosis letal 50 (DL50) y se calculó el 95% del nivel confianza mediante un análisis 
probit (Finney, 1971). Las actividades parasiticidas fueron determinadas 
mediante un análisis de varianza de una vía (ANOVA) y las diferencias 
significativas se determinaron mediante un test de rango múltiple (Tukey-
HSD).  
 Bajo el supuesto de una relación no lineal, el efecto de un producto sobre 
la mortalidad se evaluó a través de un modelo aditivo generalizado (GAM; 
Hastie y Tibshirani, 1990; Wood, 2006). Los  resultados se afinaron mediante la 
utilización de modelos de regresión de placas finas seleccionando de forma 
automática los grados de libertad óptimos (FED) mediante el uso de la 
validación cruzada (Wood, 2003). Los modelos se representaron con la función 
GAM de la librería mgcv (Wood, 2006) disponible en la versión libre del 
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Las investigaciones morfológicas y ecofisiológicas realizadas con clones 
de cultivos han revelado un inesperado alto grado de variación intraespecífica 
en ciliados acuáticos (Weisse y Lettner, 2002; Lowe et al. 2005; Weisse y 
Rammer, 2006; Boenigk et al., 2007). 
Los ciliados tienen morfologías complejas que pueden ser claramente 
reveladas por varios métodos, especialmente por  técnicas de impregnación en 
plata y microscopía, y en estas técnicas se ha basado a lo largo de los años la 
identificación y sistemática de ciliados. Existen, sin embargo, algunas 
dificultades asociadas con el uso de estas técnicas en ciliados, como ilustran 
algunos ejemplos de confusión taxonómica citados en la literatura (Álvarez-
Pellitero et. al., 2004b; Paramá et al., 2006; Jung et al., 2007; Yi et al., 2008; Song et 
al., 2009a).  
En este estudio se ha examinado la variación morfométrica 
intraespecífica entre siete aislados del parásito escuticociliado P. dicentrarchi 
utilizando un análisis canónico discriminante (CDA) para seleccionar el 
subconjunto de caracteres que mejor identifican a cada aislado, y conseguir 
agruparlos en un diagrama de dispersión.  
Dado un conjunto de variables de clasificación, el CDA obtiene unas 
funciones canónicas, que son combinaciones lineales de las variables y resumen 
la variación entre clases. Este análisis se ha utilizado en este estudio con el fin 
de  determinar la combinación de variables que mejor pudiera ayudar en la 
discriminación y separación de los siete aislados de P. dicentrarchi obtenidos. 
 
RESULTADOS 
Para este estudio se han utilizado siete aislados procedentes de 























Para cada aislado se midieron una serie de caracteres morfológicos con 
importancia taxonómica: longitud corporal (L), ancho corporal (A), ratio L/A, 
longitud del campo bucal (LBF), ratio LBF/L, longitud de la membrana 
paraoral 1 y 2 (PM1 y PM2), longitud y ancho de las tres policinétidas orales 
(OPK1, OPK2 y OPK3), distancia entre OPK1-OPK2 y entre OPK2-OPK3, 
distancia desde el ápice al extremo anterior de la OPK1, diámetros mayor y 
menor del macronúcleo y micronúcleo, número total de cinetias, longitud de 
los cilios somáticos y del cilio caudal y, finalmente, la posición del poro de la 
vacuola contráctil posterior (CVP).  
 
Tras la impregnación con carbonato de plata amoniacal y el examen al 
microscopio óptico, todos los aislados mostraron las características 
morfológicas típicas descritas para la especie Philasterides dicentrarchi (Dragesco 




Figura 12. Mapa que muestra las áreas geográficas del noroeste de España y suroeste de 
Portugal donde fueron obtenidos los diferentes aislados de Philasterides dicentrarchi (B1, 
C1, D2, D3, I1, P1 y S1) utilizados en este estudio. Los aislados D2 y D3 se obtuvieron en 
la misma piscifactoría. 





























































-Constituida por 13-14 cinetias 
bipolares (raramente 15), 
formadas a su vez por 24 a 36 
cinétidas, que son bicinétidas en 
las 2/3 partes anteriores del 
cuerpo. 
 
-Una línea meridiano-directora 
no ciliada que se encuentra 
localizada entre la primera y 
última cinetia, comenzando justo 
posteriormente a la escutica y 
que se fusiona con la primera 
cinetia en el extremo posterior. 
 
-En el extremo antiapical 
presenta una fibra circular polar 
que conecta todas las cinetias 
excepto la última, circundando el 
complejo cuerpo-basal polar. 
 
-Otra fibra de la última cinetia 
continúa, pasando a través del 
complejo cuerpo-basal polar, 
hasta su contacto con la fibra 
circular polar a nivel de las 
cinetias 7 u 8. 
 
-La membrana paraoral (PM) está 
siempre dividida en dos partes: 
PM1 y PM2, separadas por un 
espacio estrecho, y tres 
policinétidas orales: OPK1, OPK2 
y OPK3. 
 
-Se abre en el extremo posterior 
de la segunda cinetia. 
 
-Siempre presenta un cilio caudal 
en el polo antiapical más largo 
que los cilios somáticos. 
Tabla 3. Resumen de los principales caracteres morfológicos utilizados para la identificación de la especie P. 
dicentrarchi. 














Los ciliados son alargados y fusiformes, con un extremo anterior 
puntiagudo y un extremo posterior redondeado, una vacuola contráctil y un 
cilio caudal (Fig. 13a,d). El aparato bucal está formado por una membrana 
paraoral (PM) dividida en dos partes bien diferenciadas (PM1 y PM2) 
separadas en todos los individuos examinados por un espacio estrecho, y 3 
policinétidas orales (OPK1, OPK2 y OPK3) (Figs. 13a,c y Fig. 14). La PM1 se 
extiende hacia atrás una corta distancia desde poco antes del extremo anterior 
de la OPK1 hasta cerca de la mitad de la OPK3, y la PM2 se extiende desde el 
final posterior de la OPK3 hasta el fin de la cavidad bucal (Fig. 13a,c y Fig. 14). 
La ciliatura somática consiste en 13-15 cinetias, y la última de ellas termina a 
medio camino a lo largo de la membrana paraoral (Fig. 13b,d y Fig. 15). Entre la 
primera y la última cinetia se localiza un meridiano director no ciliado que se 
une con la primera cinetia en el polo posterior, y la vacuola contráctil se 







Figura 13. Especímenes de Philasterides dicentrarchi impregnados con carbonato de plata amoniacal con piridina 
(1a, 1b, 1c) y fijados con formalina (1d), mostrando una fase de la estomatogénesis (1a), Los aparatos bucal y 
nuclear (1b) y el escuticovestigio (1c). Abreviaturas: policinétidas orales (OPK), membranas paraorales (PM), 
macronúcleo (Mac), micronúcleo (Mic), escutica (Sc), cilio caudal (Cc). Las barras representan 10 m.  


































Figura 14. Características morfológicas de los siete aislados de 
Philasterides dicentrarchi (B1, C1, D2, S3, I1, P1 and S1) de 
rodaballo cultivado. Detalles del aparato bucal de ciliados 
impregnados con carbonato de plata amoniacal y sus correspondientes 
dibujos esquemáticos, donde se muestra la disposición de las tres 
policinétidas orales y las membranas paraorales. OPK1,2,3: 
policinétidas orales 1, 2 y 3; PM1,2: partes 1 y 2 de la membrana 
paraoral. En todas las imágenes la barra corresponde a 10 μm. 




























Para cada uno de los siete aislados se midieron 23 caracteres 
morfológicos (Tabla 4) con valor taxonómico a la hora de identificar especies de 
escuticociliados. La caracterización morfométrica de los aislados, realizada a 
partir de estas mediciones, se muestra en la Tabla 4.  
 
Figura 15. Características morfológicas de los siete aislados de 
Philasterides dicentrarchi (B1, C1, D2, S3, I1, P1 and S1) de rodaballo 
cultivado. Detalles del extremo posterior de ciliados impregnados con 
carbonato de plata amoniacal con los correspondientes dibujos 
esquemáticos de la infraciliatura somática de los ciliados, en los que se 
muestran las cinetias (números) y el meridiano director no ciliado 
(línea punteada) localizado entre la primera y la última cinetia, así 
como el lugar de inserción del cilio caudal (círculo relleno) y el poro de 
la vacuola contráctil posterior (círculo). En todas las imágenes la barra 
corresponde a 10 μm. 
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En la figura 16 se muestran los diagramas de caja para todos los 






























Figura 16. Diagramas de caja de los 23 caracteres morfológicos medidos 
para cada uno de los aislados de Philasterides dicentrarchi. Las cajas 
representan el conjunto de valores entre el cuartil 1 y el 3, y la línea dentro 
de ella representa la mediana de los datos. Los bigotes representan los 
límites inferior y superior de los datos (los valores que superan 1,5 veces el 
rango intercuartil se representan como asteriscos).  
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Dado un conjunto de variables de clasificación, el CDA obtiene unas 
funciones canónicas, combinaciones lineales de las variables, que resumen la 
variación entre clases. Este análisis se ha utilizado en este estudio para  
determinar la combinación de variables que mejor pudiera ayudar en la 
discriminación y separación de los siete aislados de P. dicentrarchi obtenidos. 
Para realizar el CDA, las medidas deben corresponder a un mismo individuo. 
Debido a la imposibilidad de medir los 23 caracteres simultáneamente en un 
mismo individuo, sólo se pudieron incluir 16 de los caracteres morfológicos en 
el CDA. Los  caracteres incluidos son aquellos que corresponden a las 
dimensiones corporales de los ciliados, el aparato bucal y todas las medidas 
derivadas de ellos.  
A partir del CDA se generaron seis funciones canónicas. Los resultados 
del CDA indican que la primera función posee la mayor capacidad 
discriminante, explicando el 37,2% de la variación total, seguida por la segunda 
función, con una capacidad discriminatoria del 33%, y la mayor correlación 
canónica se obtuvo también para estas dos funciones (Tabla 5). La varianza 
explicada por las dos funciones canónicas seleccionadas supone el 70,7% de la 













Tabla  5. Funciones discriminantes canónicas utilizadas en el análisis. 
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Los coeficientes estandarizados y de estructura de las variables incluidas 
en el CDA para las dos primeras funciones discriminantes se enumeran en la 
Tabla 6. Estos coeficientes representan las contribuciones de las 16 variables a 
cada función. El examen de estos factores revela las variables que más 
contribuyen a las puntuaciones alcanzadas por cada función. El índice de 
potencia permite la interpretación simultánea de estas dos funciones (ver 
columna final de la Tabla 6). Para una variable dada, este índice combina la 
contribución de esa variable para cada una de las funciones canónicas (a través 
de los coeficientes de correlación o estructura) con importantes funciones en la 
solución final (a través del porcentaje relativo). A pesar de que los valores de 
este índice no tienen poder discriminante, pueden ser entendidos como una 
medida relativa de la importancia de cada variable en las dos funciones 
discriminantes obtenidas: a mayor índice de potencia, mayor es la contribución 
de la variable en la discriminación entre grupos. Teniendo en cuenta este 
índice, las 8 variables que más contribuyen en la discriminación entre los 
distintos aislados (índice de potencia > 0,05) son, en orden de importancia: el 
ancho de la OPK3, la longitud de la PM2, la longitud del campo bucal, el ancho 
corporal, el ratio L/A, la longitud corporal, el ancho de la OPK1 y la distancia 













Tabla 6.  Medidas interpretativas de las funciones discriminantes. Los valores representan los coeficientes 
estandarizados y los coeficientes de estructura de las 16 variables para las dos funciones discriminantes 
estimadas. Los asteriscos incluidos con los coeficientes de estructura indican los valores que ayudan a explicar 
las diferencias entre los aislados. Para la interpretación simultánea de las funciones se utilizó el índice de 
potencia, y en la tabla se indican los valores superiores a 0.05, que representan una mayor contribución de la 
variable a la discriminación.  
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El agrupamiento generado por las dos funciones discriminantes puede 
observarse en la Figura 17, en la que se muestran las elipses de confianza (95%) 
y los centroides de cada grupo. La precisión del porcentaje de predicción para 
cada aislado fue del 59% para el aislado B1, 53% para el aislado C1, 65% para el 
aislado D2, 68% para el aislado D3, 48% para el aislado I1, 47% para el aislado 


















Los caracteres excluidos del CDA fueron los correspondientes a las 
medidas del aparato nuclear y la ciliatura. Para comparar las diferencias entre 
los 7 aislados en cuanto a estos caracteres, se realizó un ANOVA, seguido de 
un test Tukey-HSD, en el que se compararon los distintos aislados de dos en 




Figura 17. Diagrama de dispersión de las funciones discriminantes 1 y 2, obtenido 
mediante el análisis factorial discriminante, en el que se muestran los centroides de 
cada grupo y las elipses con un nivel de confianza del 95%. 
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Tras analizar los resultados de la comparación pareada del test de 
Tukey-HSD (Fig. 18), observamos que el número de cinetias somáticas no 
muestra diferencias entre los aislados a excepción de los pares que contienen al 
aislado B1, que resultó ser distinto a todos los demás para este carácter. En 
cuanto a la longitud de los cilios somáticos y del cilio caudal, las diferencias 
observadas entre los distintos pares nos permiten extraer dos grupos: uno que 
contiene los aislados B1, D2 y D3, y otro que contiene los aislados restantes. El 
diámetro mayor, tanto del micronúcleo como del macronúcleo, parece ser un 
poco menos variable que el diámetro menor. Con respecto al micronúcleo, los 
aislados B1 y D2 resultaron diferentes a todos los demás, si bien parece que el 
aislado D2 está a medias entre el aislado B1 y los otros. El macronúcleo, sin 
embargo, sólo resultó diferente para el aislado P1, y sus medidas resultaron 
similares para los aislados restantes.  
  
DISCUSIÓN 
La mayoría de los taxonomistas utilizan la morfología para describir 
nuevas especies, asumiendo que si la morfología del nuevo aislado es 
significativamente diferente que la de todas las especies anteriormente 
descritas, este nuevo aislado es una nueva especie válida. Sin embargo, cada 
vez más, los métodos genéticos moleculares están siendo utilizados como 
sustitutos fiables del entrecruzamiento y las características morfológicas para 
establecer la distinción genética y taxonómica de los nuevos aislados. La 
combinación de datos morfológicos y moleculares proporciona el mejor medio 
de describir especies (Modeo et al., 2003). 
Entre los caracteres morfológicos a estudiar deben incluirse las 
características brutas morfológicas (forma corporal, tamaño corporal, tipo y 
grado de ciliación, ubicación general de la zona oral y detalles de la ciliatura 
oral), así como las características del cinetosoma (caracteres cualitativos como el 
tipo de ciliación en las cinetias o como convergen las cinetias para formar las 
líneas de sutura, y caracteres cuantitativos como el número total de cinetias 
somáticas, número de cinétidas en una cinetia particular, número de cinetias 
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postorales o número de cinetias somáticas en el lado izquierdo y derecho del 
cuerpo) y las características nucleares (forma, tamaño, número y ubicación de 
los micronúcleos y macronúcleos) (Corliss, 1979; Lynn, 2008).  
Pocos estudios han evaluado la variación intraespecífica en ciliados, y 
por consiguiente el conocimiento del tema y la comprensión de los procesos 
que están bajo ella está limitado (Barth et al., 2008; Gentekaki y Lynn, 2009). En 
dos parásitos ciliados de peces, Cryptocarion irritans e Ichthyophthirius multifiliis, 
ha sido demostrada claramente la existencia de variaciones intraespecíficas 
basadas en diferencias en la morfología, fisiología, infectividad, patogenicidad, 
y otros aspectos (Nigrelli et al., 1976; Clayton y Price, 1992; Diggles y Lester, 
1996; Straus y Meinelt, 2009).  
Existen varios métodos para cuantificar la variación morfométrica. El 
CDA es una técnica multivariante de clasificación que permite diferenciar entre 
grupos, prestando atención a los valores que toman determinadas variables en 
los individuos de cada uno de los grupos, y facilitando una comparación más 
potente de las poblaciones. En ciliados, las técnicas morfométricas 
multivariantes han sido aplicadas con éxito para distinguir algunas especies 
crípticas o determinar especies morfológicas dentro de géneros como 
Paramecium y Tetrahymena (Gates y Berger, 1974; Gates et al., 1975; Powelson et 
al., 1975; Lynn, 2008). 
En escuticociliados, la identificación de las diferentes especies se ha 
basado tradicionalmente en las características morfológicas observadas tras 
varios métodos de impregnación con plata (Foissner, 1991). En este trabajo 
hemos utilizado el método del carbonato de plata con piridina, que ofrece 
excelentes resultados en la tinción de estructuras ciliadas y nucleares (Augustin 
et al., 1984). 
Para investigar la existencia de variación intraespecífica, en este trabajo 
se estudiaron siete aislados de P. dicentrarchi de diferente origen geográfico, 
realizando un análisis estadístico integral mediante un análisis multivariante 
de 16 caracteres biométricos en muestras impregnadas con plata (Iglesias et al., 
2001; Jung et al., 2007).   
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Este análisis reveló que todos los aislados poseían las características 
morfológicas básicas de P dicentrarchi (Iglesias et al., 2001). Los aislados de P. 
dicentrarchi se diferencian fundamentalmente de otra especie muy similar, M. 
avidus, en que:  
(a) Poseen entre 13-15 cinetias (Fig. 15), frente a 10-12 cinetias (raramente 13) 
en M. avidus. 
(b) Presentan una fibra circular polar que conecta la última cinetia con la 
fibra circular polar a nivel de las cinetias 7 u 8, mientras que en M. avidus 
esta fibra conecta la última cinetia con la fibra circular polar a nivel de las 
cinetias 3 y 6. 
(c) La membrana paraoral (PM) está siempre dividida en dos partes (PM1 y 
PM2) separadas por un espacio estrecho, mientras que en M. avidus la 
cavidad bucal está formada por una única PM que solamente alguna vez 
puede estar dividida en dos partes separadas por un espacio estrecho 
(Fig. 14). 
 
Por otra parte, en el ciliado Miamiensis avidus se ha descrito la 
transformación de microstomas (trofontes viables) en macrostomas (Gómez-
Saladín y Small, 1993b, c). Nosotros nunca hemos observado esta 
transformación en ninguno de los aislados examinados de P. dicentrarchi. En un 
estudio realizado con varios clones de M. avidus, Jung et al. (2007) encontraron 
que el aparato bucal mostraba un alto grado de variación estructural, 
encontrándose la membrana paraoral en forma continua y discontinua y, en un 
tercio de las células, ausencia del OPK3. En nuestro estudio, la estructura del 
aparato bucal fue constante en todos los aislados, y no se observó ningún 
ciliado sin OPK3 o con la membrana paraoral continua. En estudios realizados 
por otros autores en ciliados de P. dicentrarchi, se describen también PM1 y PM2 
individuales (Dragesco et al., 1995; Song y Wilbert, 2000; Iglesias et al., 2001; Kim 
et al., 2004a). Jung et al. (2007) concluyeron tras su estudio que la variación 
observada entre M. avidus. y P.dicentrarchi refleja una variación intraespecífica, y 
no es un criterio fiable para distinguir especies.  
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Algunos autores han sugerido la existencia de diferentes cepas en un 
ciliado de la familia Philasteridae (perteneciente al género Philasterides o 
Miamiensis), basándose en la existencia de diferencias estadísticamente 
significativas en las comparaciones pareadas de características morfométricas, 
de virulencia y de cultivo in vitro en aislados de piscifactorías de rodaballo 
(Álvarez-Pellitero et al., 2004b). Estos autores encontraron que las mayores 
diferencias entre aislados diferencias se encontraban en el ratio L/A, el número 
de cinetias somáticas, el número de cilios en cada OPK y PM, y la disposición 
relativa de estas estructuras en el cuerpo, mientras que la longitud del cilio 
caudal y la posición del CVP fueron similares. 
 El CDA de los datos morfométricos realizado en este estudio refleja un 
polimorfismo intraespecífico en los aislados de P. dicentrarchi. Así, se observan 
cuatro grupos diferenciados: uno que incluye al aislado D2, otro que incluye al 
aislado D3 y otro formado por los aislados B1, C1, I1 y P1 (que se solapan entre 
sí), mientras que el aislado S1 muestra características intermedias entre los 3 
grupos, solapándose con todos. Quedó también claro a partir de este análisis 
que los caracteres morfológicos con la máxima habilidad para discriminar entre 
aislados y establecer la variabilidad intraespecífica fueron, en orden de 
importancia: la anchura del OPK3, la longitud de la PM2, la longitud del campo 
bucal, la anchura corporal, la ratio L/A, la longitud corporal, la anchura del 
OPK1 y la distancia entre OPK2-OPK3.  
En un estudio con distintos aislados de M. avidus, se encontró que la 
OPK3 resultó ser la estructura más variable del aparato bucal, presentando una 
célula típica 1 o 2 filas longitudinales de cilios y de 3 a 5 cuerpos basales en esta 
estructura (Jung et al., 2007), lo que es consistente con los resultados obtenidos 
en este estudio, en el que el ancho de esta estructura resultó ser el caracter más 
variable de todos los medidos. 
Algunos autores afirman que, a pesar de que el tamaño corporal es 
importante, en sí mismo es rara vez suficiente para distinguir especies y, de 
hecho, hay muchos rasgos cuantitativos no correlacionados con el tamaño que 
pueden ser discriminatorios (Lynn, 2008). Sin embargo, el tamaño permite 
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distinguir entre clones de Stylonichia mytilus de distintas localizaciones 
(Ammermann, 2008) y se encontraron también diferencias entre clones de 
Coleps spetai y Rimostrombidium lacustri (Weisse y Rammer, 2006). 
Con relación al aparato nuclear, algunos clones de Stylonichia lemnae 
pueden distinguirse en base a peculiaridades en su micronúcleo (Ammermann 
et al., 1989). La forma del macronúcleo, el número de CVP y la disposición de 
cuerpos basales en ciertas cinetias pueden servir para  discriminar entre 
especies de Uronychia (Shen et al., 2009) y también las especies taxonómicas de 
Paramecium muestran diferencias en la morfología y número de vacuolas 
contráctiles y micronúcleos (Fokin et al., 2001). En el estudio del aparato nuclear 
de los aislados de P. dicentrarchi, la forma y número de los macronúcleos y 
micronúcleos son constantes en todos los aislados y, en cuanto a su tamaño, el 
diámetro mayor, tanto del micronúcleo como del macronúcleo, resultó ser 
menos variable que el diámetro menor, y se observaron mayores diferencias en 
el tamaño del micronúcleo (los aislados B1 y D2 resultaron ser distintos a los 
demás), mientras que sólo el macronúcleo de uno de los aislados (P1) resultó 
distinto. El número de CVP y su posición resultaron constantes entre todos los 
aislados examinados, encontrándose siempre un solo CVP posicionado al final 
de la 2ª cinetia somática. Sin embargo, en la descripción original de M. avidus, 
en una de las dos cepas descritas aparecen ocasionalmente 2 CVPs (Thompson 
y Moewus, 1964). 
De acuerdo con Montagnes y Taylor (1994), el patrón de la ciliatura 
somática de los Strombidium es distintivo, pero posiblemente muestra 
convergencias, y por esto rechazaron el patrón ciliar como una característica 
distintiva a nivel de género, conclusión soportada por los análisis morfológicos 
de los Strombidium (Agatha 2004a, b). En este trabajo, se observan muchas 
diferencias en la longitud del cilio caudal y los cilios somáticos, pero no en el 
número de cinetias, que sólo muestran diferencias en uno de los aislados (B1). 
El estudio del aparato ciliar no parece ser válido para diferenciar entre aislados 
de P. dicentrarchi, ya que no permite obtener grupos fiables. 
Capítulo 1: Análisis morfológico de los aislados de P. dicentrarchi 
 
88 
Los resultados aquí obtenidos demuestran la gran importancia de las 
características biométricas del aparato bucal en la determinación de la especie y 
la cepa, que ya fueron tradicionalmente establecidas como un conjunto básico 
para estudiar la evolución y la sistemática de los protozoos ciliados (Corliss, 
1956). Sin embargo, a pesar de que las mayores diferencias entre especies del 
género Mesanophrys están en la longitud de la boca vs longitud corporal y la 
longitud OPK1 vs longitud OPK2 (Wiackowski et al., 1999), estos autores 
concluyeron que los criterios morfológicos no discriminan inambiguamente 
entre las especies del género Mesanophrys y que estos datos, en ausencia de 
otros criterios, no justifican la distinción de las especies. Esta opinión es 
compartida por otros autores, como Jung et al., (2007), que concluyen en su 
estudio morfológico con varios clones de M. avidus que la morfología de la 
membrana paraoral y las policinétidas orales no puede ser utilizada como una 
clave consistente para la identificación de especies.  
Nuestra conclusión es que los análisis morfológicos son básicos para la 
identificación a nivel de especie pero, si bien pueden apoyar la asignación del 
aislado a una u otra cepa realizada mediante otros métodos, son demasiado 
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Inicialmente, hemos identificado a P. dicentrarchi como el principal 
agente etiológico de la escuticociliatosis en rodaballo cultivado, basándonos en 
criterios morfológicos y moleculares (Iglesias et al., 2001; Paramá et al., 2006); 
sin embargo, se ha demostrado que existe una estrecha relación filogenética 
entre P. dicentrarchi y M. avidus y se ha sugerido una posible sinonimia entre 
ambas especies (Paramá et al., 2006; Jung et al., 2007). Más recientemente, otros 
autores confirmaron que estos taxones son conespecíficos, es decir, que son la 
misma especie, considerando a M. avidus un sinónimo senior de P. dicentrarchi 
(Song y Wilbert, 2000; Jung et al., 2007; Song et al., 2009a).  
La introducción de técnicas bioquímicas y moleculares, como la 
electroforesis enzimática, la PCR/RFLP, la diversidad de ADN, y la 
comparación de secuencias de la subunidad pequeña del ARN ribosómico 
(SSUARNr), han ayudado a resolver algunos de los problemas sistemáticos 
dentro del filo Ciliophora, particularmente con respecto a la separación de 
especies y la reconstrucción de relaciones filogenéticos (Paiva et al., 2009; Yi et 
al., 2009). Los estudios de diversidad genética intraespecífica en ciliados están 
particularmente obstaculizados por la falta de marcadores de ADN apropiados 
(Gentekaki and Lynn, 2009). La secuenciación de los genes de la SSUARNr y de 
la subunidad I de la citocromo oxidasa mitocondrial (Cox1) ha sido 
recientemente aplicada a la identificación en infecciones de P. dicentrachi  (Jung 
et al., 2005; Rossteuscher et al., 2008), con el fin de investigar las relaciones 
filogenéticas entre este ciliado y otros miembros del orden Philasterida (Paramá 
et al., 2006; Miao et al., 2008), o dentro de otros géneros de ciliados parásitos 
(Chantangsi and Lynn, 2008), y ha sido utilizada también para investigar 
variaciones genéticas intraespecíficas en cepas de ciliados (Barth et al., 2006). 
Varios autores han demostrado que el polimorfismo de la región codificante 
del gen de la β-tubulina puede ser utilizado como marcador molecular en la 
identificación al nivel de especie (Luis et al., 1998; Yli-Mattila et al., 2004; 
Belbahri et al., 2008). 
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En este estudio, se han secuenciado dos marcadores nucleares de ADN: 
fragmentos de las regiones codificantes del gen  de la ARNr 18S  (SSUARNr) 
(350 bp) y del gen de la β-tubulina (390 bp), así como un fragmento del gen de 
la citocromo oxidasa I mitocondrial (Cox1) (398 bp). 
 
RESULTADOS 
Inicialmente, la distancia evolutiva entre las secuencias de los aislados se 
estimó en base al número de sustituciones por sitio; todos los resultados 
mostrados están basados en el análisis pareado (pairwise analysis) de las 7 
secuencias mediante el método de dos parámetros de Kimura (Kimura, 1980). 















La comparación del número de sustituciones de bases por sitio en el 
análisis de las secuencias de los tres genes estudiados mostró que el gen de la 
β-tubulina tiene la distancia evolutiva más baja (número de sustituciones por 
nucleótido, d) entre los aislados de P. dicentrarchi investigados, seguido por los 
genes Cox1 y ARNr 18S (Tabla 7 y Fig. 22). Cuantitativamente, la media de la d 
entre los siete aislados de P. dicentrarchi fue 0,6725 para el gen ARNr 18S, 0,0406 
para el gen de la Cox1 y 0,0049 para el gen de la β-tubulina (Tabla 7). 
Tabla 7.  Estimaciones de las distancias nucleotídicas pareadas (sustituciones de bases por sitio) 
entre los aislados de Philasterides dicentrarchi  (B1, C1, D2, D3, I1, P1 y S1) en términos de las 
secuencias nucleotídicas de los tres genes (subunidad 18S del ARNr, subunidad I de la citocromo 
oxidasa y β-tubulina), calculadas mediante el modelo de dos parámetros de Kimura. 







Figura 19. Alineamientos de las secuencias del gen ARNr 18S de los 10 aislados de Philasterides 
dicentrarchi, obtenidos con el programa ClustalW v 2.0.12. 






Figura 20. Alineamientos de las secuencias de la β-tubulina de los 10 aislados de Philasterides dicentrarchi, 
obtenidos con el programa ClustalW v 2.0.12. 














Figura 21. Alineamientos de las secuencias de la Cox1 de los 10 aislados de Philasterides dicentrarchi, 
obtenidos con el programa ClustalW v 2.0.12. 
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Como una aproximación inicial para estudiar la estructura genética 
dentro de los aislados del escuticociliado, se examinaron las frecuencias 
relativas y número de haplotipos entre ellos (Tabla 8). La comparación de las 
secuencias del gen de la ARNr 18S revela dos haplotipos diferentes, uno que 
contiene los aislados I1, D2, D3 y S1, y el otro con los aislados B1, C1 y P1 
(Tabla 8). En contraste, el análisis de los genes Cox1 y β-tubulina en los 7 
aislados genera 6 haplotipos distintos, con dos de los aislados pertenecientes a 
un mismo haplotipo: los I1 y D3 (para el gen de la Cox1) y los aislados C1 y D2 















La filogenia construida en base a los fragmentos de estos 3 genes, 
realizada mediante el método del vecino más próximo (Neighbour-joining, NJ)   
se muestra en la figura 19. Para el gen ARNr 18S, los aislados de P. dicentrarchi 
se agruparon en dos grupos (Fig. 22A); sin embargo, dado que la  d entre los 
aislados fue >1 (Tabla 7), el árbol filogenético estimado podría no ser muy 
fiable (Fig. 22A). Cuando se utilizaron las secuencias nucleotídicas de los 
amplicones correspondientes a los genes de la Cox1 y la β -tubulina, los 
aislados fueron agrupados en 6 grupos (Fig. 22B, C), en los cuales los aislados 
Tabla 8: Frecuencias relativas y número de haplotipos detectados en los genes 
de la subunidad 18S del ARNr, subunidad I de la citocromo ocidasa (Cox1) y 
B-tubulina, de los siete aislados de P. dicentrarchi. 
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I1 y D3 mostraron una estrecha relación filogenética en el caso del gen de la 
Cox1 (Fig. 22B), mientras que los aislados C1 y D2 manifestaron una estrecha 
























El plegamiento del ARN y las estructuras secundarias que presentan los 
ARNs de los aislados de P. dicentrarchi se generaron con el programa DAMBE. 
Las figuras 23-25 muestran las estructuras consensuadas del ARN de los tres 
genes estudiados.   
Figura 22. Árboles que muestran las relaciones filogenéticas entre los aislados de P. dicentrarchi, 
inferidos a partir de las secuencias de los genes 18S ARNr (A), subunidad I de la  citocromo oxidasa 
mitocondrial (B) y β-tubulina (C).  En cada nodo se indican los valores de bootstrap para 1000 
réplicas, y la s barras de escala indican la distancia entre los aislados. 
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Con respecto al gen ARNr 18S (Fig. 23), se detectaron dos patrones 
conservados de estructura secundaria del ARN: una que incluye los aislados I1, 















En relación al gen de la Cox1 (Fig. 24), se encontraron dos patrones 
conservados de estructura secundaria del ARN ligeramente distintos. Cuatro 
de los aislados están incluidos en el primer patrón, dos de ellos (B1 y C1) con 
similares estructuras secundarias de ARN, mientras que los aislados D3 y I1 
muestran el mismo patrón, que difiere levemente del de los otros dos aislados 
en la estructura de la hélice terminal. El segundo patrón de estructura 
secundaria del ARN para el gen de la Cox1 incluye los aislados C1, D2 y P1, 
que tienen un patrón de plegamiento similar, si bien todos presentan 
posiciones diferentes de las hélices posteriores y, en el caso del aislado P1, 





Figura 23. Predicciones de las estructuras secundarias conservadas del ARN del gen ARNr 18S 
para los siete aislados de P.  dicentrarchi. El alineamiento y consenso de las secuencias de estudio 
se llevó a cabo con el programa Clustal W.  



























Finalmente, el gen de la β-tubulina (Fig. 25) presenta un único patrón de  
plegamiento del ARN, con una estructura secundaria muy similar para los 
aislados C1, D2 y S1, y levemente distinta para los aislados B1, D3 y P1, 
especialmente en el plegamiento en la posición terminal de la molécula, 
mientras que el aislado I1 muestra un plegamiento distinto en la región inicial 
de la molécula de ARN. 
 
Figura 24.  Predicciones de las estructuras secundarias conservadas del ARN del gen de la citocromo 
oxidasa I (Cox1)  para los siete aislados de P. dicentrarchi. El alineamiento y consenso de las secuencias 
de estudio se llevó a cabo con el programa Clustal W.  



























En años recientes, la disponibilidad de un número de marcadores 
moleculares hizo posible un análisis de las relaciones entre protozoos que no 
había sido posible utilizando sólo los caracteres morfológicos. Al evaluar la 
variación genética intraespecífica, es importante establecer marcadores 
correctos para los organismos bajo investigación (Gentekaki y Lynn, 2009). 
En ciliados, los marcadores nucleares como los ITS1 y ITS2, y las 
regiones hipervariables de la LSUARNr han sido los más comúnmente 
Figura 25. Predicciones de las estructuras secundarias conservadas del ARN del gen de la -tubulina  
para los siete aislados de P. dicentrarchi. El alineamiento y consenso de las secuencias de estudio se 
llevó a cabo con el programa Clustal W. 
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utilizados; sin embargo, el ADN mitocondrial ha sido raramente aplicado como 
marcador genético en ciliados (Barth et al., 2006; 2008; Gentekaki y Lynn, 2009; 
Segade et al., 2009), mientras que los genes de la α- y β-tubulina han sido 
utilizados ocasionalmente para esclarecer la posición filogenética y los 
fenómenos epigenéticos en ciliados (Fast et al., 2002; Nishi et al., 2005; Robinson 
y Katz, 2007). Los estudios de ADN polimórfico amplificado al azar (RAPD) 
han sido también utilizados para investigar la variación genética intraespecífica 
en poblaciones de ciliados del suelo o de agua dulce (Foissner et al., 2001; 
Kusch, 1998). 
La comparación de secuencias de ARNr es particularmente útil para 
inferir relaciones filogenéticas, debido a su alto porcentaje de secuencias 
invariantes y estructuras secundarias conservadas que hacen posible alinear 
correctamente nucleótidos homólogos (James et al., 1989; Lane et al., 1985; Sogin 
et al., 1971; Ye y Romero, 2002). Aunque sólo algunas especies han sido 
examinadas mediante técnicas moleculares, los estudios moleculares de la 
secuencia de la subunidad pequeña del ARNr confirman la clasificación 
propuesta para la subclase Scuticociliatia (Lynn y Strüder-Kypke, 2005; Miao et 
al., 2004; Shang et al., 2003, 2006; Yi et al., 2010). Sin embargo, las comparaciones 
entre los diferentes estudios revelan que hay mucha confusión sobre la filogenia 
y evolución de los taxones dentro de esta subclase.  
Por encima del nivel de especie, parece que por el momento, a juzgar por 
su acuerdo con la morfología, los genes del ARNr son los más fiables para las 
relaciones filogenéticas profundas, en contraste con las actinas (Philippe et al., 
1994) y tubulinas (Israel et al., 2002; Schmidt et al., 2007), que no proporcionan 
los mismos clados principales que la morfología. 
Con el fin de identificar un marcador genético variable para las 
relaciones intraespecíficas en los aislados de P. dicentrarchi, en este estudio se 
desarrollaron cebadores de PCR para los genes nucleares de la ARNr 18S y la 
β-tubulina, y para el gen mitocondrial de la Cox1 de este escuticociliado. La 
divergencia entre los aislados de P. dicentrarchi fue mucho más limitada cuando 
se utilizó el gen de la ARNr 18S, el marcador genético más comúnmente 
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utilizado en ciliados (Barth et al., 2008). En los siete aislados de P. dicentrarchi de 
este estudio, se encontraron dos haplotipos del gen de la ARNr 18S y seis 
haplotipos de los genes de la Cox1 y β-tubulina.  
Investigaciones recientes han mostrado que el gen de la ARNr 18S no es 
apropiado como marcador para la variación intraespecífica en ciliados debido a 
su limitada variabilidad a este nivel (Stoeck et al., 2000; Schmidt et al., 2006, 
Barth et al., 2008). La tubulina es una proteína estructural altamente conservada, 
y sus regiones implicadas en la polimerización y unión de nucleótidos están 
bien conservadas en los eucariotas. A bajo nivel taxonómico, el análisis genético 
en especies de la clase Spirotrichea mostró que existe un buen consenso entre 
los datos de proteínas y los datos sistemáticos (Schmidt et al., 2007). En esta 
clase, parece que los datos de secuencias del ARNr no se correlacionan con los 
datos ultraestructurales de organización del córtex y desarrollo de las redes 
microtubulares, correlación que sí existe cuando se utilizan las secuencias de la 
tubulina (Fleury et al., 1992). Los genes de la β-tubulina han resultado ser útiles 
para analizar la diversidad genética intraespecífica entre varias cepas de 
protozoos (Mendoza-León et al., 1995; Chung et al., 2000; Cruz et al., 2006). Sin 
embargo, otros estudios describen genealogías de ciliados inconsistentes 
cuando se utilizan genes codificantes de proteínas, incluyendo la β-tubulina 
(Fast et al., 2002; Zufall y Katz, 2007). 
La elevada variación del gen de la Cox1 en ciliados es bien conocida, y ha 
sido utilizada para estudiar la variación genética intraespecífica en varias 
especies de ciliados (Barth et al., 2006; Gentekaki y Lynn, 2009). Así, la Cox1 ha 
sido utilizada para separar varias especies de Paramecium, con divergencias 
interespecíficas que oscilan entre el 12 y el 27% (Barth et al., 2006), obteniéndose 
niveles de divergencia similares entre especies de Tetrahymena que eran 
idénticas basándose en la secuencia del gen SSUrRNA (Lynn y Strüder-Kypke, 
2006; Chantangsi et al., 2007). En su estudio, Chantangsi et al. (2007) 
concluyeron que este gen podrá ser una alternativa en la identificación 
biológica de ciliados, especialmente en aquellos cuyos SSUrRNAs son idénticos 
o muy similares, ya que las secuencias del SSUrRNA no son suficientemente 
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variables para diferenciar ciliados tetrahiménidos, especialmente en especies 
estrechamente relacionadas. 
Varios estudios han demostrado la utilidad de las predicciones de las 
estructuras secundarias del ARN en análisis filogenéticos (Gillespie et al., 2005) 
y en estudios de diversidad genética intraespecífica en ciliados (Coleman, 
2005). Hemos construido las estructuras secundarias conservadas del ARN de 
los tres genes (ARNr 18S, Cox1 y β-tubulina) para los siete aislados de 
P.dicentrarchi, que se predicen como estructuras de mínima energía por medio 
de técnicas de programación dinámica (Hofacker et al., 1998); este algoritmo se 
utiliza de manera eficaz en el Viena RNA Package (Hofacker, 2003; Gruber et 
al., 2008), originalmente propuesto por Zuker y Stiegler (1981). Los ARN 
ribosómicos consisten en mosaicos de regiones de dominios conservados y 
dominios variables. Mientras que las secuencias primarias del ARNr pueden 
haber cambiado mucho, la estructura secundaria está más conservada (Michot 
et al., 1990); posiblemente, debido a que pueden jugar un papel importante en 
la evolución, las características estructurales del ARNr podrían ser útiles como 
caracteres codificados independientes para el análisis cladístico (Caetano-
Anollés, 2002). En el presente estudio, el análisis de las predicciones de las 
estructuras secundarias conservadas del ARN de los siete aislados de P. 
dicentrarchi generó dos clústeres y dos patrones diferentes de plegamiento para 
el gen ARNr 18S, y seis clústeres y dos patrones de plegamiento para el gen de 
la Cox1. En los transcritos del ARN de la Cox1, la mayor parte de la variación 
en la secuencia de los aislados de P. dicentrarchi se encontró en la posición distal 
de la hélice de ARN. Finalmente, el gen de la β-tubulina generó un único 
patrón de plegamiento, pero con diferencias en su estructura molecular, lo que 
clasificó los aislados en seis grupos. 
En resumen, en este estudio hemos demostrado la existencia de una 
variación genética intraespecífica a partir de los árboles filogenéticos 
construidos a partir de las secuencias de los genes de la ARNr 18S, Cox1 y β-
tubulina de siete aislados de P. dicentrarchi de distinto origen geográfico, y se 
ha mostrado que el gen mitocondrial de la Cox1 y el gen nuclear de la β-
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tubulina son buenos marcadores para detectar nuevas cepas de este ciliado. 
Además, los resultados también indican la utilidad de las predicciones de las 
estructuras secundarias del ARN para los genes de la Cox1 y de la β-tubulina 
en la identificación de cepas de P. dicentrarchi, y su capacidad para detectar 
variabilidad intraespecífica dentro de este escuticociliado. El alto grado de 
variación intraespecífica en el gen de la  β-tubulina en los distintos aislados de 
P. dicentrarchi podría indicar la existencia de cepas con diferencias antigénicas 
en estas moléculas, que deberían ser tenidas en cuenta en el desarrollo de una 






















































ANÁLISIS SEROLÓGICO Y DE 
PROTECCIÓN CRUZADA DE LOS 
AISLADOS DE P. dicentrarchi 





El serotipo del ciliado está principalmente definido a través del uso de 
técnicas inmunológicas y depende de una cierta clase de proteínas distribuidas 
a todo lo largo de la superficie de la membrana externa y los cilios (Beale y 
Mott, 1962; Doerder, 1981; Kusch y Schmidt, 2001). Estos antígenos se utilizan 
para caracterizar diferentes serotipos, ya que bajo  condiciones estacionarias 
sólo se expresa un tipo de antígeno (Antony y Capdeville, 1989; Momayezi et 
al., 2004). Los antígenos de superficie están implicados en los mecanismos de 
defensa de protozoos de vida libre (Harumoto y Miyake, 1993; Nagamune et al., 
2000). Se han descrito cepas serotípicas de I. multifiliis en base a la presencia de 
proteínas de superficie específicas (Dickerson et al., 1993). 
Nuestro grupo ha demostrado recientemente que una vacuna que 
contiene un aislado de P. dicentrarchi es capaz de producir un alto grado de 
protección frente a ese aislado en el rodaballo (Lamas et al., 2008; Sanmartín et 
al., 2008). Otros autores han desarrollado una vacuna con una mezcla de tres 
aislados del escuticociliado de distintos orígenes, que produjo un cierto grado 
de protección tras el reto con uno de los aislados (Sitjà-Bobadilla et al, 2008). 
Hasta la fecha, no hay evidencia de que exista una vacuna que pueda proteger 
frente a diferentes aislados de P. dicentrarchi. Los rodaballos vacunados con los 
distintos aislados mostraron diferentes niveles de protección, y la protección 
efectiva sólo se consiguió cuando se usó el mismo aislado en la vacunación y en 
el reto (Piazzon et al., 2008), lo que parece indicar que existen diferencias en los 
antígenos protectores entre cepas. En el presente trabajo, se han investigado las 
diferencias antigénicas entre varios aislados y las diferencias en protección 













3.1. CARACTERIZACIÓN ANTIGÉNICA EN AISLADOS DE P. dicentrarchi   
Para la caracterización antigénica de los aislados de P. dicentrarchi se han 
utilizado dos tipos de antígenos: extractos totales y antígenos de membrana 
purificados, extractos totales y antígenos nucleares, que se separaron en geles 
de poliacrilamida al 10% bajo condiciones reductoras o no reductoras. Los 
patrones de reconocimiento antigénico se obtuvieron  mediante Western blot, 
enfrentando estos antígenos con sueros anti-aislado (obtenidos tras la 
inmunización con vacunas que contenían el ciliado entero)  o sueros anti-
membrana (obtenidos tras la inmunización con vacunas que contenían los 
antígenos de membrana de los aislados), utilizando sueros obtenidos en ratón y 
en rodaballo inmunizados.  
 
3.1.1. Diferencias antigénicas en los extractos totales entre aislados de 
P. dicentrarchi  
Se han analizado las diferencias antigénicas en los extractos totales de los 
siete aislados, frente a los sueros de ratón anti-aislado.  
El aislado D2 muestra una banda de unos 50 kDa (asterisco en Fig. 26B), 
reconocida por el antisuero homólogo, que no aparece en los otros aislados, y 
marca además otras bandas en los antígenos totales de los aislados B1, D3, P1 y 
S1 (flecha en Fig. 26B). El suero anti-B1  reconoce una banda ancha de 28 kDa 
en el antígeno total del aislado B1 (cuadrado punteado, Fig 26A), y el suero 
anti-I1 reconoce una banda del mismo peso molecular en el aislado homólogo 
(asterisco, Fig. 26D).  
El resto de los aislados presentan una banda de 34 kDa, visible al utilizar 
el suero anti-D3 (Fig. 26C). En general, los aislados D3, P1 y S1 comparten 
varias bandas, especialmente evidentes en la zona de 30-34 kDa, lo que sugiere 
un enorme parecido en el contenido antigénico de los extractos totales en estos 
aislados (Fig. 26). A partir de las diferencias en el reconocimiento antigénico 
entre los aislados en la zona de 30-34kDa, se evidencia que esa zona comprende 
realmente 4 bandas (denominadas con las letras a, b, c y d en la Fig. 26C), las 




cuales no son reconocidas por los sueros anti-B1 (Fig. 26A), anti-C1 y anti-D2 
(Fig. 26B), y sí por los cuatro sueros restantes, en mayor o menor medida. La 
ausencia o presencia de estas bandas según el reconocimiento del suero anti-D3 
(Fig. 26C) nos permite diferenciar a los aislados en grupos: los antígenos D3, P1 
y S1 muestran las 4 bandas (que aparecen solapadas como una banda ancha), 
mientras que  el antígeno I1 muestra todas excepto la banda c; el antígeno B1 
muestra las bandas b y d, el antígeno C1 muestra las bandas a y b y, por último, 
el antígeno D2 no parece poseer ninguna de estas bandas. El suero anti-I1 no 
reconoce estas bandas en su antígeno homólogo, aunque sí en los antígenos de 
los aislados D3, P1 y S1 (flecha en la Fig. 26D) y sí reconoce, en cambio, dos 
bandas anchas de aproximadamente 24 y 28 kDa (asteriscos en la Fig. 26D), que 
no están presentes en ninguno de los otros aislados, y que no son reconocidas 
por los sueros anti-P1 y anti-S1 (Fig. 26E). 
Sin embargo, también existen diferencias entre estos y, así, I1 muestra 
una intensa banda de unos 24 kDa, especialmente evidente cuando se utiliza el 
















Figura 26. Patrones de reconocimiento antigénico de los extractos totales de los aislados de P. dicentrarchi 
generados por el suero de ratones inmunizados frente a los aislados B1 (A), D2 (B), D3 (C), I1 (D), y S1 (E), 
determinados mediante Western blot y en condiciones no reductoras. Las flechas, asteriscos y letras indican 
bandas importantes para la caracterización. PM: marcadores de peso molecular en kilodaltons.  




3.1.2. Diferencias antigénicas en las proteínas de membrana entre 
aislados de P. dicentrarchi   
En los Western blot de las proteínas de membrana separadas bajo 
condiciones no reductoras, se observan dos bandas de 32 y 34 kDa en todos los 
aislados, que son reconocidas, en menor o mayor medida, por todos los sueros 
anti-aislado obtenidos en  ratón (Fig. 27). En la zona de 40-52 kDa, los sueros 
anti-D3, anti-I1, anti-P1 y anti-S1 reconocen un grupo de bandas en sus 
antígenos homólogos (recuadro en Fig. 27B), que  no aparecen en las 
membranas de los aislados B1, C1 y D2, ni son reconocidas por sus sueros 
homólogos, lo que nos separa a los aislados en dos grupos. 
El suero anti-D2 marca especialmente bien una banda de 52kD en su 
antígeno homólogo, menos visible en otros aislados, y marca además una banda 
de 60kD  en el aislado S1 (flechas en la Fig. 27A), aunque compartida con otros 
aislados, que es reconocida también por el suero anti-P1 en algunos aislados 
(flecha, Fig. 27C). El suero anti-D3 marca una banda de 42 kD  en las 
membranas de los aislados C1, D3 y S1 (flecha en la Fig. 27B). Todos los sueros, 
excepto el anti-S1 (ver Fig A2 del Anexo 1), reconocen el mismo grupo de 3 
bandas sobre los 62 kDa (flecha en la Fig. 27A), más marcadas en las 













Figura 27. Patrones de reconocimiento antigénico de las muestras de membrana de los aislados de P. 
dicentrarchi generados por el suero de ratones inmunizados frente al aislado D2 (A), D3 (B) y P1 (C), 
determinados mediante Western blot bajo y en condiciones no reductoras. Las flechas y recuadro indican 
bandas importantes para la caracterización. PM: marcadores de peso molecular en kilodaltons. 




En condiciones reductoras se mantienen los patrones de reconocimiento 
observados en condiciones no reductoras, aunque con una ligera variación de 
los pesos moleculares, ya que las bandas reconocidas por los sueros de ratón 
anti-D3, anti-I1, anti-P1 (ver Fig. A3 del Anexo 1) y anti-S1 en los aislados 
homólogos muestran ahora un peso molecular de aproximadamente 30-34 kDa 
(flechas en las Figs. 28B, C y D). Además, el suero anti-S1 reconoce otra banda 
de tamaño más pequeño (asterisco en la Fig. 28D). Los sueros anti-B1 y anti-C1 
reconocen una banda ancha en el antígeno del aislado B1 sobre los 26 kDa 






















Figura 28. Patrones de reconocimiento antigénico de las muestras de 
membrana de los aislados de P. dicentrarchi generados por el suero de ratones 
inmunizados frente al aislado B1 (A), D3 (B), I1 (C) y S1 (D), determinados 
mediante Western blot y en condiciones reductoras. Las flechas y asteriscos 
indican bandas importantes para la caracterización. PM: marcadores de peso 
molecular en kilodaltons. 




3.1.3. Diferencias antigénicas en las muestras de membrana entre 
aislados de P. dicentrarchi utilizando  sueros anti-membrana 
En los Western blot de las proteínas de membrana frente a los sueros 
anti-membrana del ciliado obtenidos en ratón, observamos que todos los 
aislados comparten la banda de 34 kDa (flecha en la Fig. 29A). Teniendo en 
cuenta el patrón de reconocimiento antigénico global de los siete sueros frente a 
los antígenos de los siete aislados (ver Anexo 1), es evidente que el 
reconocimiento de los sueros anti-C1 y anti-D2 es muy similar, así como 
también el de los sueros anti-D3, anti-P1 y anti-S1, mientras que el 
reconocimiento global de los sueros anti-B1 y anti-I1 es diferente, aunque 
presentan similitudes entre ellos en cuanto al reconocimiento del grupo de 
bandas sobre los 58 kDa (recuadro en Fig. 29A). 
La muestra del aislado P1 posee una banda de aproximadamente 24 kDa, 
reconocida en mayor o menor medida por todos los sueros, que no parece estar 











En condiciones reductoras, las diferencias antigénicas entre los siete 
aislados son menos evidentes que en condiciones reductoras, debido a la gran 
cantidad de bandas que aparecen en los Western blot. El suero anti-B1 reconoce 
una banda de 52kD en todas las muestras (flecha en la Fig. 30A), mientras que 
el suero anti-D2 no reconoce bien esa banda en el aislado D3 (Fig. 30C) y el anti-
D3 no reconoce esa banda en ninguna de las muestras (Fig. 30D).  
Figura 29. Patrones de reconocimiento antigénico en las muestras de membrana 
de los aislados de P. dicentrarchi generados por el suero de ratones inmunizados 
frente al antígeno de membrana de los aislados C1 (A) e I1(B), determinados 
mediante Western blot y en condiciones no reductoras. Las flechas, asterisco y 
recuadro indican bandas importantes para la caracterización. PM: marcadores de 
peso molecular en kilodaltons. 




El suero anti-C1 reconoce una banda de 37 kDa  (flecha en la Fig. 30B) en 
las muestras de los aislados D2, P1 y S1. 
También existen diferencias de reconocimiento antigénico entre los 
















Debido al bajo reconocimiento antigénico obtenido con los sueros anti-
aislado de rodaballo, para el análisis de los patrones serológicos de los 
antígenos de membrana se han utilizado sueros de rodaballo generados a partir 
de la inmunización con antígenos de membrana (Fig. 31). De todas formas, es 
evidente que estos sueros poseen un reconocimiento antigénico más limitado 
que el obtenido con los sueros de ratón. Todas las muestras presentan dos 
bandas de 32 y 34 kDa, marcadas fuertemente por los sueros anti-membrana B1, 
C1, D2 e I1. Sin embargo, el suero preinmune de rodaballo reconoce 
mayoritariamente la banda de 34 kDa (asterisco en Fig. 31H), y también marca, 
aunque de forma más tenue, dos bandas finas de 64 kDa y 84 kDa (siluetas de 
flecha en la Fig. 31H).  
Figura 30. Patrones de reconocimiento antigénico en las muestrasde 
membrana de los aislados de P. dicentrarchi generados por el suero de ratones 
inmunizados frente al antígeno de membrana de los aislados B1 (A), C1 (B) 
D2 (C) y D3 (D), determinados mediante Western blot bajo condiciones 
reductoras. Las flechas y recuadro indican bandas importantes para la 
caracterización. PM: marcadores de peso molecular en kilodaltons. 




El reconocimiento de los 7 sueros ante los diferentes antígenos es muy 
similar, y las mayores diferencias parece que se encuentran en la zona entre los 
64-50 kDa (recuadros en la Fig. 31A). Las muestras de los aislados B1, C1, D2, 
D3 e I1 contienen una banda de 52 kDa  (flechas en la Fig. 31) reconocida en 
mayor o menor medida por todos los sueros, y las muestras de los aislados D3 e 
I1 poseen una banda de 50 kDa; sin embargo, el antígeno del aislado P1 muestra 
de forma tenue la banda de 50 kDa , y muestra además una banda (asterisco en 
la Fig. 31B) entre las dos bandas de 50 y 52 kDa, que no está presente en 























Figura 31. Patrones de reconocimiento antigénico de las muestras de membrana de los aislados de P. 
dicentrarchi generados por el suero de rodaballos inmunizados frente al antígeno de membrana de los aislados 
B1 (A), C1 (B), D2 (C), D3 (D), I1 (E), P1 (F) y S1 (G), y por el suero preinmune de rodaballo (H), 
determinados mediante Western blot bajo condiciones no reductoras. Las flechas, asteriscos y recuadros indican 
bandas importantes para la caracterización.  PM: marcadores de peso molecular en kilodaltons. 




3.2. ANÁLISIS DE LA PROTECCIÓN CRUZADA ENTRE LOS AISLADOS 
DE P. dicentrarchi   
En las instalaciones del Clúster de la Acuicultura de Galicia, realizamos 
un ensayo de vacunación con algunas combinaciones vacuna/reto usando 6 de 
los aislados, con el fin de establecer la protección cruzada inducida por cada 
aislado. Para este ensayo, se vacunaron 10 grupos de peces a los días 0 y 30 con 
vacunas que contenían ciliados de los aislados B1 (2 grupos), D2 (3 grupos), D3 
(2 grupos) e I1 (3 grupos). Al día 60 post-vacunación, se realizaron retos 
utilizando los aislados B1 (3 grupos), C1 (2 grupos), I1 (2 grupos) y D3 (3 
grupos). Para el diseño del experimento utilizamos el programa Statgraphics 
plus 5.1. 
Antes de la infección experimental, se extrajo sangre de 5 rodaballos de 
cada grupo para comprobar la efectividad de la vacunación en cuanto a la 
producción de anticuerpos frente a los aislados utilizados. A la vista de los 
resultados del ELISA, se observa que, si bien existe una significativa producción 
de anticuerpos en los grupos de rodaballos, también existen diferencias 
















Figura 32. Niveles de anticuerpos, determinados por ELISA, generados por los sueros de 
rodaballos vacunados con ciliados de los aislados B1, D2, D3 e I1, frente a los extractos 
totales del aislado homólogo. La línea de puntos representa la media de 5 sueros preinmunes. 
Los resultados se expresan como unidades de absorbancia a  492 nm (n=5).  




Los resultados de este experimento, una vez analizados estadísticamente, 
indican que en algún caso no existe protección cruzada (como es el caso de I1 y 
D2, ya que I1 mata al 100% de los peces vacunados con D2 frente al 50% de los 
peces vacunados con I1) mientras que entre el resto de los aislados, la 
protección es parcial y varía dependiendo de la pareja de aislados utilizados 
para la vacunación y el reto (Fig. 33). Al realizar el reto con B1, observamos que 
la vacunación con el aislado homólogo ofrece más protección (44% de 
mortalidad) que la vacunación con el aislado D3 (54% de mortalidad) o con el 
aislado I1 (67% de mortalidad). De igual forma, al realizar el reto con el aislado 
D3, observamos que la vacunación con este mismo aislado ofrece más 
protección (15% de mortalidad) que la vacunación con los aislados I1 (31% de 
mortalidad) o D2 (74% de mortalidad). Por otro lado, los aislados B1 y D2 
inducen una protección similar frente al C1. Estos resultados nos permiten 
establecer una cierta relación entre aislados, asumiendo que los que inducen 
una mayor protección cruzada son los más parecidos. Por ejemplo, basándonos 
en el porcentaje de mortalidad obtenido, el aislado D3 sería más parecido al I1 




















Figura 33. Mortalidad acumulada obtenida a partir del reto experimental en rodaballo. Los peces fueron 
vacunados (Vac) con los aislados B1, D2, D3 o I1. Pasado un mes tras la segunda vacunación, los peces se 
retaron (Inf) con los aislados B1, C1, D3 o I1 (5x105 parásitos/pez). Se muestran los porcentajes de mortalidad 
acumulada pasados 38 días desde el reto. Los grupos indicados por diferentes letras (a-b-c-d-e) difieren 
significativamente (P<0,05). 




3.3. ANÁLISIS DE LA REACTIVIDAD CRUZADA ENTRE LOS 
ANTÍGENOS DE LOS AISLADOS DE P. dicentrarchi  
La reactividad cruzada entre los siete aislados se analizó mediante un 
ELISA indirecto de los antígenos de membrana frente a los sueros anti-aislado 
obtenidos en ratón (Fig. 34). Todos los sueros ponen de manifiesto la alta 
producción de anticuerpos generada en los ratones tras la vacunación, y se 
observa que para todos los sueros existe una elevada reactividad cruzada frente 
a los siete antígenos, que en ningún caso es superior frente al antígeno 
















La producción de anticuerpos tras la vacunación de los rodaballos es 
bastante inferior a la conseguida en ratones y los resultados obtenidos en 
cuanto a reactividad cruzada y reactividad frente al antígeno homólogo son 
similares a los obtenidos en el ELISA ensayando los sueros de ratón. De los siete 
antígenos, los que generaron una mayor respuesta fueron los correspondientes 
a los aislados C1 y D2, mientras que la respuesta ante el antígeno del aislado I1 
fue la menor para los siete sueros (Fig. 35).  
 
Figura 34. Niveles de anticuerpos, determinados por ELISA, generados por sueros de ratones vacunados con 
ciliados de uno de los siete aislados de P. dicentrarchi, frente a los antígenos de membrana de los siete aislados. 
En el ELISA se incluyeron también sueros preinmunes de ratón. Los resultados se expresan como unidades de 
absorbancia a  490 nm y los valores mostrados corresponden a la media ± desviación estándar de sueros de 5 
ratones. Los grupos indicados por diferentes letras (A-B-C-D-E) difieren significativamente (P<0,05) dentro de 
cada uno de los sueros sobre el eje X. 




















La inmunización con ciliados fijados con formalina y adyuvante ha 
proporcionado resultados satisfactorios en la protección en varias especies de 
peces: los rodaballos vacunados con una vacuna que contiene un aislado de P. 
dicentrarchi adquieren un alto grado de protección frente a ese aislado (Lamas et 
al., 2008; Sanmartín et al., 2008) y los lenguados japoneses inmunizados con M. 
avidus fijados con formalina mostraron bajas mortalidades en infecciones 
experimentales con el ciliado (Jung et al., 2006).  
En los resultados obtenidos tras un ensayo de protección realizado con 
los aislados C1 e I1 de P. dicentrarchi, se observa que ninguna de estas dos cepas 
protege frente a la otra (Piazzon, 2010). Si bien no tenemos todas las 
combinaciones de vacunación/infección, se observa que ciertos aislados pueden 
agruparse en base a la protección, asumiendo que aquellos aislados que ofrecen 
una mayor protección cruzada son más parecidos entre sí. Con los resultados 
obtenidos en este trabajo, además de los obtenidos en trabajos anteriores 
(Piazzon, 2010), y extrapolando los datos que faltan a partir de ellos, 
Figura 35. Niveles de anticuerpos, determinados por ELISA, generados por sueros de rodaballos vacunados con 
ciliados de uno de los siete aislados de P. dicentrarchi, frente a los antígenos de membrana de los siete aislados. 
En el ELISA se incluyeron también sueros preinmunes de rodaballo. Los resultados se expresan como unidades 
de absorbancia a  490 nm y los valores mostrados corresponden a la media ± desviación estándar de sueros de 5 
rodaballos.  Los grupos indicados por diferentes letras (A-B-C-D-E) difieren significativamente (P<0,05) dentro 
de cada uno de los sueros sobre el eje X. 




encontramos que el aislado D3 no protege frente a B1, y que el aislado I1 no 
protege frente a C1 (protección que tampoco sucede en sentido inverso)  o B1 
(aislados que presentan protección cruzada entre ellos), aunque sí protege 
frente a D3; el aislado D2 no protege frente a los aislados I1 y D3, y protege en 
cambio frente al aislado C1, por lo que podríamos esperar que proteja también 
frente a B1. Estos resultados ponen de manifiesto la existencia de dos grupos 
entre los que no existe protección cruzada, y dentro de los cuales los aislados se 
protegen entre sí, aunque en algunos casos la protección sea parcial: uno estaría 
formado por los aislados B1, C1 y D2, y el otro incluiría los aislados I1 y D3.  
Los Western blot realizados con las muestras de membrana o de ciliado 
entero indican que los aislados de P. dicentrarchi poseen un patrón polipeptídico 
diferente, algo ya observado en trabajos anteriores realizados por  nuestro 
grupo (Piazzon et al., 2008) y en trabajos realizados con M. avidus en el lenguado 
japonés (Song et al., 2009b), avalando así la existencia de distintos serotipos 
dentro de esta especie. Al igual que se ha encontrado en otros trabajos, se 
observa que los antisueros de rodaballo muestran una limitada capacidad de 
discriminación antigénica, mucho menor que la de los antisueros de ratón 
(Leiro et al., 1994; Piazzon et al., 2008). 
A la vista de los Western blot realizados con los distintos aislados, 
observamos que es común la presencia de bandas específicas de cada aislado, a 
menudo sólo reconocidas por el antisuero homólogo. Estas bandas no parecen 
ser importantes en la protección ya que, a pesar de su presencia, existe 
protección cruzada entre algunos aislados que no las comparten. Si tenemos en 
cuenta el reconocimiento antigénico global de los sueros frente a los siete 
aislados, se observan muchas similitudes entre el patron de reconocimiento de 
los aislados B1, C1 y D2, y entre el patrón de reconocimiento de los aislados D3, 
I1, P1 y  S1. En el antígeno de membrana no reductor, los sueros de ratón anti-
D3, anti-I1, anti-P1 y anti-S1 reconocen un grupo de bandas en la zona de 26-42 
kDa en sus antígenos homólogos, que  no aparecen en cambio en los antígenos 




de los aislados B1, C1 y D2, ni son reconocidas por sus sueros homólogos en los 
aislados restantes. Estas bandas  nos separan a los aislados en dos serotipos 
coincidentes con los grupos de protección. Es necesario, en cualquier caso, 
determinar en posteriores investigaciones cuales de estos antígenos inducen 
protección frente al ciliado. 
En un ensayo realizado con aislados de M. avidus de lenguado japonés, 
Song et al. (2009b) encontraron que las mayores diferencias antigénicas 
correspondían a la zona de bandas entre los 30 y 40 kDa y distinguieron tres 
serotipos en esta especie, asociados a tres polipéptidos mayoritarios, de 30, 34 y 
38 kDa; los datos combinados de los ensayos de inmovilización y del Western 
blott sugirieron que estos polipéptidos de 38 kDa y 34 kDa no están 
relacionados con el epitopo de inmovilización. Esto concuerda con los 
resultados obtenidos en este estudio, ya que el reconocimiento de la banda de 
34 kDa, presente en todos los aislados, por el suero preinmune de rodaballo, 
sugiere que esta banda podría ser inespecífica. Por otra parte, en estudios 
previos se observó que el polipéptido principal en los antígenos que contenían 
la fracción ciliar y membranosa de P. dicentrarchi resultó ser un polipéptido de 
38 kDa, reconocido por todos los sueros de ratón con capacidad aglutinante 
analizados, y la predominancia cuantitativa de esta proteína en los diferentes 
componentes ciliares y en la membrana del parásito sugiere que podría ser el i-
antígeno de P. dicentrarchi (Iglesias et al., 2003a).  
Los resultados del Western blot avalan la asignación de los aislados a los 
dos serotipos anteriormente mencionados y coindicen con lo encontrado en 
protección. Basándonos en estos resultados, sería lógico pensar que los dos 
aislados de los que no poseemos datos de protección (P1 y S1) se asignarían, en 
base a sus patrones polipeptídicos, al mismo grupo que incluye a los aislados I1 
y D3. 
 




El ELISA de los sueros de rodaballos y ratones vacunados frente a los 
diferentes aislados mostró en ambos casos una elevada reactividad cruzada, y 
sería lógico pensar que ésta se debe a que todos los serotipos comparten un 
amplio grupo de antígenos que, si bien son reconocidos por el suero, podrían 
no estar participando en la protección. La inespecificidad de esta técnica en ese 
sentido la hace poco útil para ser utilizada en la discriminación de los serotipos 
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Se cree que los aislados clonales de una sola morfoespecie procedente de 
diversas localizaciones de todo el mundo retienen características fisiológicas 
que reflejan la naturaleza del hábitat en el cual fueron tomadas (Finlay, 2004). 
La tasa de crecimiento máxima potencial, por tanto, podría depender de las 
condiciones del hábitat donde las especies fueron obtenidas (Parker, 1976; 
Gilron y Lynn, 1989; Wickham y Lynn, 1990; Pérez-Uz, 1995). Por otro lado, la 
variabilidad intraespecífica individual debida a la alimentación de protistas es 
más grande en el medio natural que bajo condiciones estandarizadas de 
laboratorio (Weisse, 2002), por lo que es de esperar que las diferencias 
obtenidas en los ensayos in vitro sean realmente menores que en el medio 
natural. 
Seed (1978) encontró una variación máxima de sólo un 10% de varianza 
en las tasas de crecimiento de clones de tripanosomas aislados de la misma 
infección, y ninguna de estas diferencias mostró correlación con el antígeno de 
superficie expresado. Clones de otros parásitos como Uronema y Meseres corlissi 
muestran también diferencias en su tasa de crecimiento y respuesta ante la 
temperatura, salinidad, etc. (Pérez-Uz, 1995; Weisse et al., 2007; Gätcher y 
Weisse, 2006). 
En cuanto al tratamiento de la escuticociliatosis, la localización endógena 
de P. dicentrarchi dificulta el tratamiento de la escuticociliatosis en peces 
infectados. Actualmente, la forma más eficaz de luchar contra este ciliado 
consiste en la vacunación (Sitjà-Bobadilla et al., 2008; Sanmartín et al., 2008), 
siempre teniendo en cuenta la existencia de diferentes serotipos dentro de la 
especie, entre los cuales no existe protección cruzada (Piazzon et al., 2008; Song 
et al., 2009b). Otra posible forma de combatir a este parásito es el uso de 
compuestos químicos para controlar las formas libres del ciliado, reduciendo de 
esta forma la presión infectiva sobre los peces. En estudios previos, se ha 
evaluado la eficacia in vitro e in vivo de varios compuestos frente a P. dicentrarchi 
y otros escuticociliados (Iglesias et al., 2002; Harikrishnan et al., 2010).  
 
 
Capítulo 4: Análisis ecofisiológico de los aislados de P. dicentrarchi 
 
126 
Compuestos como la formalina, comúnmente utilizada para tratar 
infecciones ectoparasitarias, son efectivos para la eliminación de formas libres 
de P. dicentrarchi (Iglesias et al., 2002). Sin embargo, la formalina puede afectar 
adversamente a los organismos acuáticos incluyendo algas, insectos y otros 
invertebrados (Boyd, 1990), y  puede causar daño a las branquias, ojos e hígado, 
así como anemia e hipoglucemia en algunos peces (Wedemeyer 1971; Cruz y 
Pitogo 1989; Omoregie et al., 1994). El peróxido de hidrógeno, un potente agente 
oxidante con un uso potencial como compuesto terapéutico en peces (Rach et 
al., 2000; Buchmann y Kristensson, 2003; Buchmann et al., 2003), es también 
efectivo frente a algunos escuticociliados (Harikrishnan et al., 2010). El peróxido 
de hidrógeno se descompone rápidamente en H2O y CO2 y, por tanto, no se 
acumula o transforma en metabolitos tóxicos complejos (Heinecke y Buchman, 
2009). 
Si bien los compuestos mencionados disminuyen las cantidades de 
parásitos libres en el agua, no son respetuosos con el medio ambiente y varios 
están prohibidos para su uso en sistemas de acuicultura en varios países y es  
por ello que existe un interés creciente en el uso de productos naturales en 
acuicultura para tratar o prevenir infecciones. El resveratrol (trans-3,4’,5-
trihydroxystilbene; RESV) es una fitoalexina natural producida por algunas 
plantas en respuesta ante ataques de parásitos o bajo condiciones de estrés 
(Pirola y Fröjdö, 2008). Numerosos trabajos demuestran sus  propiedades 
antibacterianas (Chan, 2002; Chatterjee et al., 2005), antivirales (Docherty et al. 
2006), y antiparasitarias (Leiro et al. 2004a,b; Kedzierski et al. 2007; Son et al. 
2007). El RESV tiene efectos citotóxicos o citostáticos sobre el parásito P. 
dicentrarchi  dependiendo de la composición del medio de cultivo y la 
disponibilidad de nutrientes (Lamas et al., 2009; Morais et al., 2009).  
El objetivo de estos ensayos es comparar varios parámetros relacionados 
con el crecimiento de los distintos aislados de P. dicentrarchi, así como su 
susceptibilidad ante compuestos químicos como el RESV, la formalina y el 
peróxido de hidrógeno, realizando también una comparación de la actividad 
anti-ciliado in vitro de estos tres compuestos. 




5.1. ANÁLISIS DEL CRECIMIENTO DE LOS DIFERENTES AISLADOS
 Para estudiar la existencia de diferencias en el crecimiento de los 
distintos aislados de P. dicentrarchi, éstos fueron cultivados en medio L-15 
completo suplementado con 10% FBSi, a 21 ºC, partiendo de cultivos en la fase 
exponencial temprana. Cada día se realizó un recuento del número de ciliados 
en todas las réplicas, determinando la tasa de división a partir de tinciones de 
plata y la tasa de conjugación. Además, durante los cuatro primeros días del 























Figura 36. Cinéticas de crecimiento a lo largo de 18 
días de los siete aislados de P. dicentrarchi. En el eje 
X de la izquierda se muestra el número de 
ciliados/ml, y en la derecha se muestran las tasas (%) 
de división (línea azul) y de conjugación (línea roja). 
Los datos corresponden a la media ± desviación 
estándar de tres replicados. 
Capítulo 4: Análisis ecofisiológico de los aislados de P. dicentrarchi 
 
128 
A la vista de la figura 36, observamos que las cinéticas de crecimiento de 
todos los aislados presentan la misma tendencia general, con una fase 
exponencial de crecimiento que abarca hasta el día 5, seguida de una fase 
estacionaria  y una posterior disminución de la población. Sin embargo, en los 
aislados C1, D2 y D3 se observa una fase con un pequeño aumento del 
crecimiento antes de la fase de declive.  
Tras comprobar la homogeneidad de varianzas mediante el test de 
Bartlett (p>0,05 en todos los casos, excepto para la conjugación, con una 
p=2,2x10-16), se llevó a cabo un ANOVA de dos vías, con el aislado y el día 
como factores, para testar las diferencias en las variables de respuesta 
(crecimiento, tamaño,…). Cuando se observaron diferencias entre los valores 
medios de los diferentes niveles, se aplicó el test de comparación de diferencias 
honestamente significativas de Tukey-Kramer, con un nivel de significación α = 
0,05 (Figura 37A). Se muestra además la representación gráfica de las medias de 
las diferentes variables (Figura 37B). 
La mayor tasa de división coincide con el día 1 de cultivo para todos los 
aislados, excepto para el aislado S1, en el que se da al día 2 (Fig. 36). Si bien los 
aislados con una mayor tasa de división fueron I1, P1 y S1, el ANOVA mostró 
que no existen diferencias estadísticamente significativas entre los distintos 
aislados (Fig. 37A,A’). 
Aunque los resultados del test de Bartlett para la tasa de conjugación 
impidieron la realización del ANOVA, encontramos tres grupos bien 
diferenciados en cuanto a su capacidad de conjugación: un grupo que 
comprende los aislados D3, S1 e  I1, en los que la  conjugación fue frecuente 
durante la revisión diaria de los cultivos, otro grupo que comprende los 
aislados B1, P1 y D2, en los que la tasa de conjugación fue muy baja, y un 
último grupo formado por el aislado C1, en el que no se observó conjugación en 































Con respecto a la tasa de crecimiento por día, el ANOVA sólo mostró 
diferencias estadísticamente significativas en dos pares de aislados que 
implican al aislado S1, con la tasa de crecimiento más baja de entre los siete 
aislados, con los aislados D3 y P1, que son los de mayor tasa de crecimiento 
(Fig. 37B, B’).  
 
Figura 37. Representación gráfica de la comparación de los datos de tasa de crecimiento (A) y  tasa de 
división (B), de los siete aislados de P. dicentrarchi, obtenida a partir de un ANOVA de dos vías con el aislado 
y el día como factores, seguido de un análisis Tukey HSD. Se muestra además la representación gráfica de las 
medias de estas variables, así como de la tasa de conjugación (A’, B’, C’). 
Capítulo 4: Análisis ecofisiológico de los aislados de P. dicentrarchi 
 
130 
Con el fin de comparar las cinéticas de crecimiento de los aislados, los 
datos han sido sometidos a un modelo aditivo generalizado (GAM) ajustado a 
una distribución de Poisson (Fig. 38). El análisis estadístico de estos modelos de 
crecimiento muestra que cada aislado  presenta una cinética de crecimiento 





















Además de evaluar el crecimiento, se estudió la evolución del tamaño y 
complejidad de los aislados  mediante citometría de flujo (Fig. 39). A pesar de 
que se intentó partir de poblaciones homogéneas, la citometría de flujo nos 
indica que hay algunas diferencias en las poblaciones de  ciliados a día 0, 
especialmente en el aislado I1 que muestra una población muy heterogénea en 
cuanto al tamaño con algunos ciliados muy pequeños. Desafortunadamente, el 
Figura 38. Modelización de las cinéticas de 
crecimiento de los diferentes aislados de 
Philasterides dicentrachi durante 18 días de cultivo 
en medio L-15 completo suplementado con 10% 
FBSi y 1% de solución PSA, siguiendo un modelo 
aditivo generalizado ajustado a una distribución de 
Poisson (p<0,05). 
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análisis no nos ha permitido separar los ciliados en división del resto, debido 
seguramente a los ajustes del protocolo de adquisición, especialmente a los 






























Figura 39. Análisis comparativo de citometría de flujo de los cambios en tamaño y complejidad celular a lo largo 
de 4 días de cultivo de los ciliados procedentes de los siete aislados de P. dicentrarchi cultivados en medio L-15 
completo suplementado con 10% FBSi y solución PSA. La figura muestra los citogramas de dispersión (FSC, eje 
X, versus SSC, eje Y). Los resultados provienen de un experimento representativo, de los tres realizados.   
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En cualquier caso, sí es posible observar la evolución de los tamaños 
celulares, destacando la homogeneidad de los mismos a los días 2 y 3 en todos 
los aislados, incluso el aislado I1 que mostraba un patrón de tamaños diferente 
al resto a día 0.  Las mayores diferencias en tamaño y complejidad se producen 











Los datos de volumen celular y complejidad obtenidos del análisis de 
citometría se encuentran influenciados por la tasa de crecimiento, existiendo 
una correlación negativa entre estas dos variables y el número de células en el 
cultivo (Fig. 41). Por tanto, el volumen celular será mayor durante los primeros 
días de cultivo, debido en parte a una mayor tasa de crecimiento pero también a 











Figura 41. Correlación entre los valores de tamaño y complejidad, obtenidos a partir del estudio citométrico, y 
los valores de densidad de ciliados del cultivo, calculada mediante regresión lineal. 
Figura 40. Cambios en tamaño (A) y complejidad (B), cuantificados mediante citometría de flujo, de los 
aislados de P.dicentrarchi cultivados en medio L-15 completo suplementado con FBSi durante 4 días.  
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5.2. ANÁLISIS DE LA SUSCEPTIBILIDAD A LOS COMPUESTOS 
QUÍMICOS 
Previamente a la realización del ensayo, se realizó una prueba para 
comprobar la influencia del tipo de medio de cultivo en la eficacia de los 
quimioterápicos. Para esto, los parásitos se cultivaron en medio L15 completo 
con o sin FBSi, en medio L-15 incompleto y en agua de mar, con diferentes 
concentraciones de formalina y peróxido de hidrógeno. En el caso de la 
formalina (Fig. 42A), la LC100 es de 32,81 ppm en el caso del agua de mar, de 
38,62 ppm en L15 completo con FBSi, y de  52,40 y 52,74 ppm en el caso del L-15 
completo sin FBSi y L-15 incompleto, respectivamente. En el caso del peróxido 
de hidrógeno (Fig. 42B) es más evidente el efecto protector del L-15, ya que la 
LC100 es de 27,19 ppm en el caso del agua de mar, de 175,35 y 167,58 ppm en el 
caso del L-15 completo sin FBSi y L-15 incompleto, respectivamente, y de 233,64 









En vista de que el L-15 y el FBSi influyen en la eficacia de la formalina y 
el peróxido de hidrógeno, todos los ensayos que se muestran a continuación se 
realizaron en agua de mar. 
Los tres compuestos testados resultaron tóxicos para los ciliados. La 
dosis más baja de formalina que indujo una mortalidad significativa con 
respecto al control fue de 5 ppm para los aislados I1, P1 y S1, de 10 ppm para el 
aislado C1 y de 15 ppm para los aislados B1, D2 y D3 (Tabla 9). Para el peróxido 
de hidrógeno, esta dosis fue de 5 ppm para los aislados B1, D3 y S1, de 10 ppm 
para los aislados C1, I1 y S1 y de 15 ppm para el aislado D2 (Tabla 9) y, con 
Figura 42. Porcentaje de mortalidad con respecto al control (%) obtenida tras 24 horas de cultivo en medio L-
15 completo con o sin FBSi, medio L-15 incompleto y agua de mar, con distintas cantidades de formalina (A) y 
peróxido de hidrógeno (B). Cada punto representa la media de tres réplicas.   
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respecto al RESV, fue de 5 ppm para el aislado S1, de 10 ppm para los  aislados 
B1, D2 y P1, de 20 ppm para el aislado C1, de 25 ppm para el aislado D3 y de 50 
ppm para el aislado I1 (Tabla 9).  
La concentración de formalina que eliminó a todos los parásitos (MLD) 
fue de 25 ppm para los aislados P1 y S1 y de 30 ppm para los aislados B1, C1, 
D2, D3 y I1 (Tabla 9). La respuesta ante el peróxido de hidrógeno es más 
variable, y fue necesaria una concentración de 25 ppm para eliminar a todos los 
individuos de los aislados P1 y S1, 40 ppm para eliminar al I1, 50 ppm para 
eliminar al D3 y 70 ppm para eliminar al C1, mientras que los aislados B1 y D2 
toleraron concentraciones de peróxido de hidrógeno por encima de 80 ppm 
(Tabla 9). La respuesta ante el RESV fue bastante similar, siendo la MLD de 60 
ppm para el aislado D2 y de 70 ppm para los aislados restantes (Tabla 9). 
Los tres compuestos provocan daños celulares en los ciliados, que son 
mayores a medida que aumenta la concentración, y que suelen conducir 

















Figura 43. Efectos de la formalina, peróxido de hidrógeno y resveratrol sobre cultivos en agua de mar de P. 
dicentrarchi. Los cultivos fueron tratados durante 24 horas y los cambios morfológicos se determinaron al 
microscopio óptico. En las micrografías se muestra la morfología del aislado B1 sin ningún tratamiento (A), y los 
cambios morfológicos producidos por el tratamiento con  25 ppm de formalina sobre el aislado C1 (B), 33 ppm 
de peróxido de hidrógeno sobre el aislado D3 (C) y  25 ppm de resveratrol sobre el aislado P1 (D). Barra=10 μm. 
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Con los datos obtenidos de los recuentos de la mortalidad causada por 
los 3 compuestos, se realizó un modelo GAM de resistencia global de los siete 
aislados ajustados por tratamiento (Fig. 44). En las gráficas se observa una alta 
similaridad en las curvas generadas por la formalina (Fig. 44A) y el peróxido de 
hidrógeno (Fig. 44B), aunque existen diferencias estadísticamente significativas 
entre ellas (p<0.000); ambos compuestos, sin embargo, muestran una elevada 
diferencia con la curva generada por el RESV (Fig. 44C) (p<0.000), que parece 
tener un efecto más lento que los otros dos compuestos. En la comparación de la 
resistencia global de las cepas pareadas se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre todos los pares que contenían las cepas P1 










La toxicidad de los compuestos ensayados para  los distintos aislados 
indica que la concentración que provoca el 50% de la mortalidad (LD50) varió 
desde 10,74 a 21,68 ppm para la formalina, desde 7,50 a 19,52 ppm para el 
peróxido de hidrógeno y desde 23,29 a 40,54 ppm para el RESV (Tabla 10). Se ha 
comparado la resistencia de los aislados a los tres compuestos químicos 
testados, y se han encontrado grandes variaciones en la LD50 entre los aislados, 
que fueron agrupados en al menos tres clases por el análisis Tukey-HSD (Tabla 




Figura 44. Resumen gráfico del ajuste del modelo GAM para la formalina (A), peróxido de hidrógeno (B) y 
resveratrol (C). La variable respuesta (mortalidad) se muestra en el eje X y como una función centrada suavizada 
para asegurar  una validez del 95% de las bandas de confianza. La covariable en el eje Y representa la concentración 
en ppm del compuesto testado. Las curvas punteadas muestran las curvas de confianza del 95% alrededor del ajuste.














Análisis del crecimiento de los aislados de P. dicentrarchi 
P. dicentrarchi es un parásito con una elevada tasa de división, lo que le 
permite una rápida distribución por los distintos órganos y tejidos del 
hospedador.  Hay que tener en cuenta que la variabilidad intraespecífica 
individual de los protistas es más grande en el medio natural que bajo 
condiciones de laboratorio estandarizadas (Weisse, 2002), ya que los cultivos de 
laboratorio mantenidos durante muchas generaciones optarán por un número 
reducido de cepas adaptadas (Weisse y Montagnes, 1998).  
En la monitorización diaria de los cultivos de los siete aislados se 
observó, al ir disminuyendo el alimento, la aparición de formas pequeñas 
(tomites) en todos los frascos de cultivo, descrita también en M. avidus (Gómez-
Saladín y Small, 1993a). Sin embargo, en otros ensayos realizados con estos 
mismos aislados utilizando Uronema marinum como presas no se observó nunca 
la transformación de microstoma a macrostoma inducida por predación 
descrita en M. avidus (Gómez-Saladín y Small, 1993b,c).  
Se sabe que los clones de cultivos de ciliados usualmente revelan 
pronunciadas diferencias en parámetros ecofisiológicos como el volumen 
celular, tasa de crecimiento y producción (Pérez-Uz, 1995; Weisse, 2004). En 
cuanto a la tasa de crecimiento, en este estudio se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre el aislado con menor crecimiento (S1) y los 
Tabla 10. Los valores mostrados corresponden a la LD50 para los tres compuestos testados (con la media ± SD y 
límites superiores e inferiores del intervalo de confianza del 95% entre paréntesis), pendiente (media ± SD) e 
intercepto las rectas de regresión del modelo Probit.  Los superíndices ABC se refieren al grupo de asignación del 
análisis Tukey-HSD realizado. 
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aislados con mayor crecimiento (D3 y P1). La tasa de crecimiento máxima 
potencial podría depender de las condiciones del hábitat donde las especies 
fueron recolectadas (Pérez-Uz, 1995; Wickham y Lynn, 1990), ya que los 
aislados clonales de una morfoespecie de diversas localizaciones pueden 
retener características fisiológicas que reflejan la naturaleza del hábitat en el 
cual fueron aisladas (Finlay, 2004; Weisse, 2006). En términos de 
competitividad, las cepas que crecen despacio pueden funcionar mejor que las 
que lo hacen rápido en un ambiente más constante con poca cantidad de 
nutrientes (Fenchel y Finlay, 1983). 
La tasa de división no mostró diferencias significativas entre los siete 
aislados, aunque ésta resultó ligeramente superior en los aislados I1, P1 y S1. La 
tasa de conjugación, sin embargo, permite dividir a los siete aislados en tres 
grupos: un grupo con elevada tasa de conjugación formado por los aislados D3, 
S1, I1, otro grupo con tasa de conjugación baja formado por los aislados B1, D2 
y P1, y un último grupo que comprende el aislado C1 en el que no se observó 
conjugación durante el estudio. La existencia de diferencias en la tasa de 
conjugación entre diferentes aislados de  P. dicentrarchi (Álvarez-Pellitero et al., 
2004b) y entre cepas del escuticociliado M. avidus (Thompson y Moewus, 1964) 
ya había sido descrita previamente. Ya que la conjugación en ciliados puede ser 
inducida por la falta de alimento (Miyake, 1996; Sugiura y Harumoto, 2001) y la 
diversidad genética de los pares conjugantes (Doerder et al., 1996), la diferente 
conjugación entre los aislados podría ser debida a su distinta sensibilidad ante 
el agotamiento de nutrientes o podría estar relacionada con una posiblemente 
distinta diversidad genética de los aislados (Álvarez-Pellitero et al., 2004b). 
La citometría de flujo ha sido aplicada para caracterizar células protistas 
por tamaño (Lindström et al., 2002). En nuestro estudio se observaron 
diferencias en la evolución del tamaño y complejidad de los ciliados a lo largo 
de los 4 primeros días de cultivo. Tales diferencias pueden estar causadas por el 
diferente estado de los cultivos al inicio del ensayo (Álvarez-Pellitero et al., 
2004b), a pesar de haber sido todos ellos recolectados de cultivos frescos de dos 
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días, ya que su diferente tasa de crecimiento hace muy difícil la estandarización 
de las condiciones iniciales.  
Una mayor tasa de crecimiento está asociada generalmente con un mayor 
volumen celular (Curds y Cockburn, 1971; Montagnes et al., 1988), aunque 
parece que esto no se cumple en especies como U. marinum (Pérez-Uz, 1995). En 
este estudio se observa una cierta correlación positiva entre la tasa de 
crecimiento y el volumen celular obtenido de los datos citométricos, ya que los 
aislados D3 y P1, que resultaron ser los de mayor tasa de crecimiento, fueron 
además los de mayor tamaño celular. Sin embargo, los ciliados más grandes 
podrían corresponderse con los que se están dividiendo y de ahí la relación 
entre tamaño y crecimiento. Debido a las condiciones de adquisición del 
citómetro, no hemos podido separar los ciliados que se estaban dividiendo del 
resto, lo que no nos permite establecer una relación fiable entre tamaño y 
crecimiento. Una opción posible sería marcar el ADN para separar los que se 
están dividiendo del resto, en función de la cantidad de ADN por célula. Los 
datos del citómetro nos indican que las poblaciones presentan un mayor 
parecido a los días 2 y 3 de cultivo, y que ese es seguramente el mejor momento 
para comparar el tamaño entre los aislados. Además, la tasa de división es baja 
en estos días, por lo que las medidas que obtenemos del citómetro son más 
fiables.  
  
Análisis de la susceptibilidad a los compuestos químicos de los aislados de P. 
dicentrarchi 
La respuesta de los ciliados ante quimioterápicos como el RESV depende 
en gran medida del medio de cultivo en el que se realiza el ensayo y de la fase 
de crecimiento en la que se encuentren los ciliados (Morais et al., 2009). Esto 
también se cumple en el caso de la formalina y el peróxido de hidrógeno, por lo 
que es conveniente evitar el uso de compuestos como el L-15 y el FBSi en la 
realización de los ensayos, ya que podrían falsear los resultados obtenidos. 
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Los tres compuestos testados resultaron tóxicos para los ciliados. Los 
regímenes de tratamiento efectivos para el control óptimo de los patógenos 
generalmente requieren del mantenimiento de una concentración mínima 
efectiva durante una longitud de tiempo específico, y regímenes por debajo o 
por encima de esta concentración podrían llevar a tratamientos inadecuados o 
incluso ser tóxicos para los peces (Rach et al., 1997). Dada la elevada tasa de 
división del parásito, es importante alcanzar la dosis letal con el tratamiento, ya 
que la supervivencia de unos pocos parásitos conduce a la progresiva 
recuperación del cultivo. La recuperación tras la exposición a la formalina y el 
peróxido de hidrógeno fue mayor que tras la exposición al RESV, 
probablemente debido a que la formalina y particularmente el peróxido de 
hidrógeno se descomponen más rápido que el RESV.  
La resistencia total de los parásitos a la formalina fue muy similar entre 
los distintos aislados (25 o 30 ppm, dependiendo del aislado). En un estudio 
reciente para determinar la eficacia in vitro de la formalina frente a P. 
dicentrarchi aislados de lenguado japonés, no se observó movimiento ciliar tras 
la exposición durante 150-180 minutos a 400 ppm de formalina (Harikrishnan et 
al., 2010). Sin embargo, Iglesias et al. (2002) encontraron una MLD ante la 
formalina de 62 ppm en un aislado de P. dicentrarchi obtenido de rodaballo tras 
el tratamiento durante 24 horas. Las diferencias en las concentraciones de 
formalina necesarias para matar a los ciliados están relacionadas con el tiempo 
de exposición, y en exposiciones más cortas se requieren mayores 
concentraciones de formalina.  
La resistencia al peróxido de hidrógeno varió mucho entre los aislados, y 
la MLD varió desde los 25 ppm hasta los 80 ppm, concentración que no es 
suficiente todavía para eliminar a los aislados B1 y D2. Estas MLD fueron más 
bajas que las descritas por Harikrishnan et al. (2010), pero, como ya se ha 
mencionado, tales diferencias podrían estar relacionadas con el tiempo de 
exposición. El motivo de las diferencias en la resistencia al peróxido de 
hidrógeno entre cepas no se conoce, aunque la variación intraespecífica entre 
ciliados acuáticos y otros protozoos es común (Weisse y Lettner, 2002). El 
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peróxido de hidrógeno puede ser descompuesto en hidrógeno y oxígeno por 
enzimas detoxificantes como la catalasa y las peroxidasas, que están presentes 
en grandes cantidades en P. dicentrarchi (Lamas et al., 2009) y estas diferencias 
en la resistencia al peróxido de hidrógeno podrían estar relacionadas con 
diferencias en la producción de estas enzimas por los ciliados. Estas diferencias 
en la resistencia deben ser tenidas en cuenta al utilizar este compuesto  para 
controlar la cantidad de ciliados en el agua, con el fin de determinar si las 
cantidades mínimas que son ecológicamente aceptables son también suficientes 
para matar a los ciliados. 
La resistencia total al RESV fue muy similar entre los aislados (60-70 
ppm). Estos resultados sugieren que, a diferencia del peróxido de hidrógeno, el 
RESV afecta a las actividades celulares, que son similares entre todos los 
aislados. Como se ha encontrado previamente, las mitocondrias parecen ser  el 
blanco principal del RESV en P. dicentrarchi (Lamas et al., 2009; Morais et al., 
2009), y los efectos podrían ser probablemente similares en todos los aislados.   
Los resultados obtenidos sugieren que la formalina y el peróxido de 
hidrógeno son más tóxicos que el RESV, aunque como ya se ha mencionado, 
algunos aislados parecen ser resistentes al peróxido de hidrógeno a las 
concentraciones utilizadas.  Hemos aplicado un modelo aditivo generalizado 
(GAM) para mostrar la asociación entre los tratamientos y la mortalidad 
obtenida, y hemos encontrado una asociación positiva entre la concentración de 
los compuestos químicos utilizados y la mortalidad, así como  que, aunque las 
toxicidades de la formalina y el peróxido de hidrógeno resultaron similares, en 
el caso del RESV deben utilizarse a concentraciones más altas para eliminar a 
todos los parásitos.  
Se sabe que la formalina y el peróxido de hidrógeno son tóxicos para los 
peces (Avendaño et al. 2006; Keck y Blanc, 2002; Intorre et al., 2007) y otros 
organismos vivos (Thrasher y Kilburn, 2001). Por lo que nosotros conocemos, el 
RESV no es tóxico para los peces a las concentraciones utilizadas en este 
estudio. Por el contrario, la esperanza de vida de alevines del pez 
Nothobranchius furzeri se incrementó después de que el pez fuera alimentado 
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con altas concentraciones de RESV (Valenzano et al., 2006). La toxicidad del 
RESV para los mamíferos es también muy baja, incluso cuando el compuesto es 
administrado oralmente a concentraciones mucho mayores que las utilizadas en 
este estudio (Edwards et al., 2011). El RESV es un producto natural producido 
por las plantas y por tanto podría ser una alternativa medioambientalmente 
aceptable a otros compuestos químicos para el tratamiento de la 
escuticociliatosis en peces.  
Estudios previos han mostrado diferencias intraespecíficas en la 
resistencia de diferentes aislados de Ichthyophthirius multifiliis a los compuestos 
químicos (Straus et al., 2009), probablemente debido a diferencias fisiológicas. 
En el presente estudio, se ha comparado la resistencia de los aislados a los tres 
compuestos químicos testados, y se han encontrado grandes variaciones en la 
LD50 entre los aislados, que fueron agrupados en al menos tres clases. Los 
aislados  S1 y P1 mostraron la LD50 más bajas para los tres compuestos, pero en 
los otros aislados la LD50 resultó más variable, dependiendo del compuesto 
considerado; por ejemplo, el aislado D2 resultó muy resistente al peróxido de 
hidrógeno pero altamente susceptible al RESV.  
La resistencia de los aislados ante la formalina y el RESV fue similar, 
pero la resistencia al peróxido de hidrógeno fue muy distinta entre los aislados 
(Tabla 3). Además, algunos individuos de ciertos aislados resultaron altamente 
resistentes al peróxido de hidrógeno, indicando una elevada variación en la 
resistencia dentro del mismo aislado. La resistencia a las especies reactivas de 
oxigeno (ROS) podría ser importante con respecto a la habilidad del ciliado 
para resistir el ataque del sistema inmunitario del pez, ya que los leucocitos 




























































APARICIÓN DE ANORMALIDADES 
MORFOLÓGICAS EN P. dicentrarchi
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Los escuticociliados, como la mayoría de ciliados, presentan 
reproducción sexual, definida por el fenómeno de la conjugación (Morado y 
Small, 1995; Cawthorn, 1997), y reproducción asexual mediante fisión binaria.  
Todos los ciliados presentan un complejo patrón de subunidades 
corticales, con una disposición precisa de los orgánulos y de las hileras de cilios 
(Shang et al., 2002; Kaczanowska et al., 2003). Cada célula tiene polaridad 
antero-posterior y asimetría entre los lados izquierdo y derecho, observándose 
ambas no sólo en la organización general de la célula sino también en la 
estructura de cada unidad cortical (cinétida) (Aufderheide et al., 1999; Iftode y 
Fleury-Aubusson, 2003; Kaczanowska et al., 2003). El desarrollo y la disposición 
de las cinétidas pueden visualizarse con microscopía óptica mediante 
impregnación con plata y técnicas de inmunofluorescencia, así como mediante 
microscopía electrónica de transmisión y de barrido (Iftode y Fleury-Aubusson, 
2003; Kaczanowska et al., 2003). 
Existen diferencias entre especies de ciliados en el origen de los 
cinetosomas, así como en el desarrollo de la estomatogénesis (Díaz et al., 2003; 
Hu et al., 2004; Agatha y Riedel-Lorjé, 2006; Ma et al., 2006). Small (1967) erigió 
el orden Scuticociliatida en base a su  estomatogenénesis ‘escuticobucocinetal’: 
la infraciliatura oral deriva o de la membrana paraoral y de la escutica 
localizada posterior o paralelamente a la membrana paraoral, o sólo de la 
membrana paraoral (Foissner, 1996). 
La fisión binaria se produce perpendicularmente al eje longitudinal 
celular, originando una célula desde la parte anterior (proter) y otra desde la 
posterior (opiste). En la separación de las células (citocinesis) intervienen 
elementos contráctiles situados en un área con forma de anillo bajo el surco de 
fisión (Hirono et al., 1987; Numata y Gonda, 2001; Hosein et al., 2003). El primer 
paso visible en la estomatogénesis es la producción de nuevos cinetosomas en 
una región específica de la corteza, que se agrupan para formar el primordio 
oral, tras lo que los componentes orales se completan y ensamblan 
posteriormente siguiendo el patrón específico de cada ciliado.  
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En nuestro laboratorio se mantienen actualmente varios aislados del 
escuticociliado Philasterides dicentrarchi, todos ellos procedentes de brotes de 
escuticociliatosis ocurridos en rodaballo. Los cultivos se manejan siempre en 
paralelo, para minimizar las diferencias debidas al manejo; esto es, están todos a 
la misma Tª, salinidad, pH, etc., puesto que se utiliza el mismo lote de medio de 
cultivo para todos los pases, y los pases de los frascos de cultivo se realizan 
simultáneamente, así como los pases por pez. 
Inicialmente, se observó que en los cultivos de dos de los aislados (S1 y 
D2) aparecían individuos de formas amorfas, que llegaban a triplicar el tamaño 
de un individuo normal. Los cultivos empezaron a mostrar una elevada 
reducción en el crecimiento, así como una gran dificultad a la hora de infectar a 
los peces.  
El objetivo de este trabajo es investigar en qué nivel se encuentra la 
alteración de estos aislados, mediante pruebas ecológicas, serológicas y 
genéticas, entre otras. 
 
RESULTADOS 
Análisis morfológico de los ciliados alterados 
Para la caracterización morfológica de los aislados de P. dicentrarchi 
existentes en el laboratorio, se han examinado al microscopio óptico, tras la 
impregnación con carbonato de plata amoniacal, sobre unos mil individuos de 
cada uno de los siete aislados, llamados B1, C1, D2, D3, I1, P1 y S1 (Budiño et al., 
2011). De entre todos estos individuos, se encontraron 5 casos en que los 
ciliados, pertenecientes a los aislados B1 y I1, mostraban anormalidades (dos de 
estos individuos anormales se muestran en la Figura 45), que consistían en la 
total desorganización de las cinetias y la aparición de dos aparatos bucales, así 
como un aumento de tamaño. A partir de estos datos, si calculamos la 
probabilidad de alteración en los cultivos normales, se obtiene una tasa de 
aparición de alteraciones de aproximadamente un 0,07%.  
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Los cultivos en los que aparecieron estos individuos alterados 
mantuvieron su desarrollo normal, sin que se observara un aumento en su 











En dos de los cultivos de los aislados D2 y S1, sin embargo, todos los 
cultivos aparecieron alterados tras un pase por pez, y se observó un cambio del 
comportamiento global del cultivo.  
 
A la vista de las fotografías de los ciliados impregnados con carbonato de 
plata amoniacal (Fig. 46), se puede observar que estos parecen presentar una 
alteración en el proceso de estomatogénesis. Aunque los individuos alterados 
parecen ser capaces de formar las estructuras bucales pertenecientes al futuro 
opister, éstas no llegan a ocupar el lugar que les corresponde, permaneciendo la 
mayoría de las veces. Los individuos parecen, además, no ser capaces de 
completar el proceso de fisión celular, una vez formados los dos aparatos 
bucales, y la gran mayoría de los individuos de los cultivos poseen dos aparatos 
bucales, enfrentados en horizontal con respecto al eje corporal del ciliado. Por 
otra parte, en los ciliados se puede apreciar un aumento del número normal de 
cinetias somáticas, pasando éstas de 13-15 (ver capítulo 1) a prácticamente el 




Figura 45. Alteraciones espontáneas encontradas en individuos de Philasterides dicentrarchi 
procedentes de cultivos normales de los aislados I1 y B1, impregnados con carbonato de plata amoniacal. 
En las fotografías se observa la total desorganización de las cinetias y la presencia de dos aparatos 
bucales, que no parecen totalmente formados. La barra corresponde a 10 m. 
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Figura 46.  Individuos impregnados con carbonato de plata amoniacal pertenecientes a los fenotipos alterados 
de los aislados S1 (a, b, e) y D2 (c, e, f). En las fotografías puede observarse claramente la desorganización de 
las cinetias a lo largo del plano corporal de los ciliados (a), así como el aumento desmesurado en su número que 
sufren algunos de los individuos (b). La mayor parte de los individuos en los cultivos presentan dos aparatos 
bucales (señalados por flechas) (a, b, c, d, e), la mayoría de las veces enfrentados en el plano horizontal. 
Además, también son visibles las enormes alteraciones en la forma (e, f)  y tamaño (d, e) que sufren algunos de 
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Análisis del crecimiento de los aislados alterados y no alterados 
Se puede observar, para los dos aislados, que los ciliados alterados 
presentan una reducción significativa de la tasa de crecimiento con respecto a 














SDS-PAGE y Western blot 
A la vista del patrón polipeptídico obtenido por SDS-PAGE de los 
aislados D2 y S1 alterados y no alterados (Fig. 48A), podemos apreciar 
diferencias en las bandas de 28, 36 y 50 kDa, en el caso de los geles bajo 
condiciones no reductoras, y en una banda de 38 kDa, en el caso de los geles 
bajo condiciones reductoras. Es interesante señalar que para los dos aislados, 
D2 y S1, las diferencias en los patrones alterados aparecen exactamente en los 
mismos lugares con respecto a los patrones originales.  
Lo mismo sucede en el patrón polipeptídico obtenido por Western blot 
(Fig 48B), en el que los carriles correspondientes a cada aislado se enfrentaron 




Figura 47. Comparación de las cinéticas de crecimiento durante 4 días de los aislados alterados y no 
alterados D2 y S1 de Philasterides dicentrarchi en medio L-15 completo suplementado con 10% FBSi y 
1% de solución PSA. Los datos son los valores medios de tres réplicas paralelas de cada aislado, y su 
desviación estándar se muestra en la gráfica 



































Figura 48. Patrones polipeptídicos de los aislados alterados y no alterados, 
obtenidos mediante SDS-PAGE (A) y Western blot (B). Para las dos figuras, los 
carriles 1 y 5 corresponden a los lisados de los aislados S1 y D2, respectivamente, 
bajo condiciones no reductoras; los carriles 2 y 6 corresponden a los lisados de los 
aislados S1 y D2 alterados, respectivamente, bajo condiciones no reductoras; los 
carriles 3 y 7 corresponden a los lisados de los aislados S1 y D2, respectivamente, 
bajo condiciones reductoras; los carriles 4 y 8 corresponden a los lisados de los 
aislados S1 y D2 alterados, respectivamente, bajo condiciones reductoras. Para el 
Western blot, los lisados se enfrentaron con los anticuerpos obtenidos en ratón 
frente a su correspondiente aislado de pertenencia (S1o D2) no alterado. Las flechas 
a la derecha de los carriles, tanto en el gel como en el Western blot, indican los 
lugares con diferencias en el  patrón polipeptídico de los antígenos de los aislados 
alterados con respecto a los antígenos de los aislados sin alteraciones.  
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PCR y secuenciación de la β-tubulina 
La figura 49 muestra la comparación de las secuencias del gen de la β-
tubulina de las cepas originales (D2 y S1) y alteradas (altD2 y altS1). Para el 
aislado D2, no existen diferencias entre el gen de la β-tubulina del aislado 
original y el alterado. Sin embargo, en el caso del aislado S1, se observa un 
cambio de una timina por una citosina en la posición de 249 pb, que se marca 



























Figura 49. Alineamiento de las secuencias de la -tubulina de Philasterides dicentrarchi de 
los aislados comparados D2 (A) y S1 (B) alterados y no alterados, obtenidos con el programa 
ClustalW v 2.0.12. Los cuadros marcan las diferencias entre la cepa no alterada y la alterada.  




Los individuos alterados de los dos aislados de P. dicentrarchi comparten 
las siguientes características: disminución de la tasa de crecimiento, así como de 
la motilidad de los individuos; desorganización de las cinetias, y a menudo 
duplicación de su número; dificultad a la hora de separarse las células hijas, lo 
que da lugar a individuos de formas amorfas, mayoritariamente con dos 
aparatos orales; y dificultad para infectar a los rodaballos mediante inyección 
intraperitoneal. 
El análisis serológico comparado de los aislados alterados y sus 
correspondientes aislados originales pone de manifiesto alteraciones en el 
patrón proteico de los dos aislados alterados, en proteínas aparentemente de 
igual tamaño, que podrían ser las mismas. Tras el análisis genético de la β-
tubulina, sin embargo, los resultados obtenidos son contradictorios, ya que en el 
aislado alterado S1 se observa una mutación que afecta sólo a una base 
nitrogenada y que no aparece en el aislado alterado D2, lo que hace poco 
posible que esta sea la causa de la alteración, a pesar de que sólo se ha 
secuenciado un fragmento del gen. 
Se han dado casos de mutaciones causantes de alteraciones morfológicas 
en un gran número de ciliados. Las más estudiadas han sido las que afectan a la 
especie Tetrahymena termophila, recopiladas por Frankel (2008) en una revisión 
reciente.  
Se han descrito mutaciones que generan fenotipos con las cinetias 
desorganizadas, como por ejemplo el mutante disA de T. termophila , (Jerka-
Dziadosz et al., 1995), o el mutante termosensitivo sm19 de P. tetraurelia, que 
exhibe una duplicación de los cuerpos basales (Ruiz et al., 1987). En nuestro 
caso, en los individuos de P. dicentrarchi alterados no parece existir una 
duplicación del número de cuerpos basales en cada cinetia, sino un aumento 
desmesurado en el número de cinetias somáticas, y es una característica que se 
puede observar en aproximadamente un 25% de los individuos del cultivo 
alterado.  
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Otra de las mutaciones que da lugar a un fenotipo parecido al nuestro es 
la mutación janus (Jerka-Dziadosz y Frankel, 1979; Frankel et al., 1984), cuyos 
mutantes expresan un fenotipo en el que se da una alteración sistémica en la 
geometría de las estructuras celulares alrededor de la circunferencia de la 
célula, exhibiendo la superficie ventral anormal una imagen-espejo de la 
superficie dorsal (Strzyzewska-Jówko et al., 2003), y mostrando las células 
mutadas, por consiguiente, dos aparatos orales (uno normal y otro secundario 
anormal), una modificación de la disposición asimétrica de los pares basales 
apicales y una posición alterada de los poros de la vacuola contráctil (Frankel et 
al., 1984). 
La formación de dobletes gemelos-siameses, en los que la superficie 
dorsal es reflejada en una superficie ventral está documentada en un gran 
número de especies de ciliados, como T. termophila (Nanney et al., 1975; Jerka-
Dziadosz y Frankel, 1979; Frankel y Nelson, 1986), T. pustulata (Yano y Suhama, 
1991), Paramecium tetraurelia (Sonneborn, 1963), Gastrostyla setifera (Pedroso Dias 
et al., 2007), Leucophrys patula (Fauré-Fremiet, 1945, 1948), Stentor coeruleus 
(Tartar, 1956) y Paraurostyla weissei (Jerka-Dziadosz, 1985), entre otros. Se 
demostró que estos dobletes podían propagarse y perpetuar su condición de 
doblete (Fauré-Fremiet, 1945, 1948; Tartar, 1956). Las características que 
muestran estos dobletes de imagen-reflejada son un aumento en el número de 
cinetias somáticas, aparición de dos aparatos orales (uno de los cuales es 
anormal) y aparición de dos sets de poros de la vacuola contráctil. Nuestros  
individuos alterados, no obstante, no se corresponden con estos dobletes, ya 
que los dos aparatos orales enfrentados que nosotros encontramos no se 
corresponden con una imagen-reflejada, sino con una copia paralela.  
En la especie T. termophila se identificó un gen de la actina (llamado 
ACT1), cuya alteración provoca que las células hijas fallen a la hora de separarse 
y reintegrarse; los individuos mutantes también muestran una disminución de 
la motilidad y un aumento de la longitud corporal, que llega a ser el doble que 
la de los controles sin mutar; además , aunque la elongación de las cinetias y la 
formación de las estructuras orales son normales, las cinetias de las células hijas 
Capítulo 5: Aparición de anormalidades morfológicas en P. dicentrarchi 
 
154 
resultan lateralmente desplazadas, y a menudo se unen indiscriminadamente a 
través del surco de división (Williams et al., 2006). El fenotipo de T. termophila 
resultante de la mutación de este gen presenta unas características también 
similares a las encontradas por nosotros en los dos aislados alterados 
estudiados aquí. 
Aunque existen varios casos de mutaciones en ciliados que causan la 
aparición de fenotipos similares al que nosotros nos hemos encontrado, parece 
que no se da la coincidencia de todas las características en un mismo cultivo 
alterado, si bien algunas de las mutaciones descritas son aditivas. Además, la 
mayoría de las alteraciones descritas en ciliados que provocan la aparición de 
las características descritas para los individuos alterados de P. dicentrarchi 
analizados en este estudio parecen estar provocadas por choques térmicos 
(Tröger y Hausmann, 2005) o adición de productos químicos como, por 
ejemplo, la nitrosoguanidina (Jerka-Dziadosz y Frankel, 1979; Jerka-Dziadosz et 
al, 1995). Sin embargo, no tenemos constancia de que esta haya sido la causa de 
la alteración en nuestros aislados, puesto que la temperatura se mantuvo 
siempre constante a 21 ºC, y sólo 2 aislados de todos los que poseemos 
presentan esta alteración. El cultivo de varios aislados de P. dicentrarchi  a 28 ºC 
no ha dado como resultado ningún tipo de alteración en los ciliados. 
Un estudio reciente realizado en el ciliado Didinium cf. nasutum muestra 
la aparición de un fenotipo con morfología anormal y cinetias desorganizadas, 
donde son frecuentes las fases de fisión irregular, que dan lugar a la aparición 
de individuos con 2, 3 o 4 probóscides. Este fenotipo es inducible por 
exposición a choques térmicos de 15 minutos a 30 ºC (Tröger y Haussmann, 
2005). Sin embargo, en esta especie ya se han descrito casos de formas 
irregulares que sucedían de forma espontánea (Beers, 1933), y no es infrecuente 
la aparición de forma natural de individuos fusionados por los extremos 
posteriores, que alcanzan dos o tres veces el tamaño normal y que tienen todas 
las partes de un individuo normal duplicadas (Mast, 1909). 
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En nuestros cultivos alterados, la alteración parece afectar al 100% de los 
individuos del cultivo y, si bien la tasa de crecimiento presenta una 
disminución muy pronunciada en comparación con los cultivos sin alterar, 
estas anormalidades morfológicas parecen no afectar a la viabilidad de los 
individuos, dado que llevan más de un año en cultivo. Parece improbable que 
esta alteración se corresponda con una mutación genética espontánea, ya que la 
probabilidad de éstas en la naturaleza es de aproximadamente 10-7  en células 
haploides y 10-14 en células diploides (Griffiths et al., 1999), y en nuestro caso el 
100% de los individuos del cultivo están alterados. La tasa de aparición de 
individuos alterados en los cultivos normales sería, según nuestros datos, 
aproximadamente de un 0,07%. 
Ya que las alteraciones en ambos aislados sucedieron a partir de un pase 
de los ciliados por pez, es posible que se deba a una alteración metabólica 
provocada por los mecanismos de defensa del rodaballo ante la infección, y no a 
una mutación genética. Pero, si esto fuera así, la población alterada no se 
mantendría en el tiempo. Son necesarios otros estudios para determinar el 
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En estudios previos llevados a cabo a finales del año 2007, se obtuvieron 
dos aislados de P. dicentrarchi de rodaballo (llamados D2 y D3) en una 
piscifactoría localizada en Galicia (NO España). Se observaron que ambos 
aislados mostraban diferencias a nivel genético, serológico y de virulencia, 
sugiriendo que se trataba de dos cepas distintas de P. dicentrarchi. Con estos 
datos, se llevó a cabo un estudio específico en esta piscifactoría durante el año 
2009, con el fin de determinar el número de cepas de P. dicentrarchi presentes en 
ella y las relaciones ecológicas entre ellas.  
La piscifactoría utiliza la tecnología de recirculación (Recirculation Aquatic 
System, RAS), un sistema de producción cerrado que requiere pequeñas 
cantidades de agua y es poco contaminante. Consta de tres sistemas 
independientes de recirculación (Fig. 50), cada uno de ellos con filtros 
mecánicos, biofiltros de lecho fluidizado y espumadores: uno distribuido en 16 
tanques de 12 m3 (SISTEMA A), otro distribuido en 20 tanques de 20 m3 
(SISTEMA B) y otro con 40 tanques de 40 m3 (SISTEMA C). La incorporación de 
alevines a la granja ocurre todos los meses, y al llegar son introducidos en el 
sistema A, en el que se llevan a cabo muestreos en busca de patógenos 
potenciales que pudieran ser incorporados a la piscifactoría. Sólo cuando se 
tiene la seguridad de que los alevines están sanos, son transferidos a los 











Figura 50. Esquema de la  piscifactoría. La planta consta de 3 sistemas de recirculación independientes; el 
sistema A con 16 tanques de 12 m3, el sistema B con 16 tanques de 20 m3 y el sistema C con 40 tanques de 40 
m3. En el sistema C, el tamaño de los rodaballos va aumentando de arriba hacia abajo. El sistema A recibe las 
incorporaciones de alevines a la planta, y desde aquí los alevines son transferidos a los otros dos sistemas cuando 
se tiene la seguridad de que están sanos. 
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La temperatura del agua durante el año osciló entre los 13,8-19,1ºC, la 
salinidad entre el 32-37 ‰, el oxígeno disuelto entre 8.6-12.54 mg l-1 y el pH 
entre 6,6-7,7.  
 
RESULTADOS 
Obtención de muestras y cultivo de los parásitos 
Los muestreos de peces se realizaron mensualmente durante el año 2009. 
La planta de cultivos se dividió en lotes de peces, y se muestrearon 2 peces de 
cada lote. La selección de peces no se realizó al azar, sino que se intentó 
seleccionar a aquellos peces que mostraban síntomas de escuticociliatosis.  
Los peces se sacrificaron por exceso de anestesia y se extrajeron muestras 
de cerebro que fueron depositadas en placas de medio marino para amebas 
(ATCC medium 994; LGC Standards, Barcelona, España). En las placas donde 
hubo crecimiento, los ciliados se transfirieron a frascos de cultivo de 10 cm3 
(Nunc) con medio L15 con solución PSA. Cuando los restos celulares fueron 
eliminados de los cultivos, éstos fueron transferidos a frascos con medio L15 
completo con un 10% de FBSi y solución PSA (Iglesias et al., 2003a).  
Las fechas de obtención de los distintos aislados, las propiedades físico-
químicas del agua en el momento del muestreo y el lote de procedencia y peso 












Tabla 11. Detalles de los aislados de Philasterides dicentrarchi utilizados en este estudio. La columna lote se 
refiere a diferentes grupos de alevines que fueron incorporados a la piscifactoría. 
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Análisis morfológico de los aislados  
La identificación de los aislados de P. dicentrarchi se llevó a cabo 
mediante el examen morfológico al microscopio óptico de ciliados impregnados 
con carbonato de plata amoniacal con piridina siguiendo la descripción de 
Iglesias et al. (2001), que se puede consultar en el capítulo 1, realizándose 
adicionalmente un detallado estudio biométrico que se presenta en la Tabla 12, 
con el fin de establecer la posible existencia de morfotipos entre los aislados.  
Todos los aislados mostraron las características morfológicas básicas (Fig. 












Con los datos obtenidos de la caracterización morfométrica de los diez 
aislados (Tabla 12) se realizó un análisis discriminante canónico (CDA) (Fig. 52).  
El porcentaje total de casos agrupados correctamente mediante este análisis fue 
del 51,8% (85% para el aislado D2, 40% para el D3, 47,4% para el D4, 57,9% para 
el D6, 52,6% para el D7 y D8, 40% para el D9, 42,9% para el D10, 63,2% para el 
D11 y 36,8% para el D13). En el gráfico de dispersión (Fig. 52) también se puede 
observar que el aislado D2 está separado claramente de los demás aislados 
presentando un claro morfotipo (“morfotipo D2”), y tampoco existe 
solapamiento entre los aislados D3, D6 y D11 mientras que, sin embargo, los 
demás aislados presentan un elevado grado de solapamiento entre ellos. Así, 
los aislados D8 y D10 pertenecerían al “morfotipo D3”, los aislados D7 y D13 
Figura 51. Detalles de individuos impregnados con  carbonato de plata amoniacal, pertenecientes a los aislados 
D8 (A), D10 (B), D2 (C) y D11 (D)  del ciliado P. dicentrarchi. A la vista de las fotografías, se pueden observan 
algunas de las características morfológicas que caracterizan a esta especie, como el aparato bucal formado por 3 
policinétidas orales y una membrana paraoral dividida en dos partes bien diferenciadas, el número de cinetias 
somáticas (que suele ser 13-15)  y el poro de la vacuola contráctil, localizado al final de la 2ª cinetia. En todas las 
fotografías, la barra corresponde a 10 m. 
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Figura 52. Gráfico de dispersión de las funciones discriminantes 1 y 2 generado por el CDA 
realizado a partir de la caracterización morfométrica (basada en mediciones de las dimensiones 
corporales y del aparato bucal, y su disposición en el cuerpo del ciliado) de los diez aislados de 
P.dicentrarchi. Se muestran los centroides de cada aislado  y las elipses con un nivel de 
confianza del 95%. 
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Ensayo de crecimiento in vitro de los aislados 
Las cinéticas de crecimiento de los distintos aislados se muestran en la 
Figura 53. Como se puede observar, las densidades máximas que alcanzan los 
distintos aislados en cultivo son bastante similares, resultando ligeramente 
superiores para los aislados D3 y D10, y un poco ligeramente inferiores para el 















Las cinéticas de crecimiento de los diez aislados fueron modelizadas 
siguiendo un modelo aditivo generalizado (GAM) ajustado a una distribución 
de Poisson. Los modelos de crecimiento obtenidos (p<0,05) se muestran en la 
figura 54, en la que se han agrupado los 10 aislados en 3 grupos según la forma 
de su curva de crecimiento. El primer grupo comprende los aislados D2, D6, D8 
y D9, el segundo grupo los aislados D3 y D10, y el tercero los aislados D4, D7, 
































Figura 53. Cinéticas de crecimiento de los diferentes aislados de Philasterides dicentrarchi en 
medio L-15 completo suplementado con 10% FBSi y solución PSA. Los datos son los valores 
medios de tres réplicas paralelas de cada aislado, y su desviación estándar fue en todos los casos 
menor del 10%. 



















Análisis genético de los aislados 
Para el análisis genético, se amplificó un fragmento de 390 pb del gen de 
la β-tubulina y fue posteriormente secuenciado. El alineamiento de estas 
secuencias nucleotídicas, obtenido mediante el programa Clustal Walls v 2.0.12, 
se muestra en la figura 55, en la que podemos observar diferencias en dos 
nucleótidos: los aislados D11 y D13 poseen una timina en la posición 149, en 
lugar de la adenosina que poseen el resto de los aislados, y los aislados D3, D4, 
D9 y D10 poseen una timina en la posición 239, en lugar de la citidina que 
poseen los demás.  
En base a las secuencias nucleotídicas de los amplicones del gen de la β-
tubulina se construyó un árbol filogenético, en el que los 10 aislados se agrupan 
en 3 genotipos (Fig. 56): uno que comprende los aislados D2, D6, D7 y D8 y que 
hemos denominado “genotipo D2”, otro con los aislados D3, D4, D9 y D10 que 
hemos denominado “genotipo D3”  un último grupo con los aislados D11 y 
D13, que hemos denominado “genotipo D11”. 
 
Figura 54. Modelización de las cinéticas de crecimiento de los diferentes aislados de Philasterides dicentrachi 
durante 5 días de cultivo en medio L-15 completo suplementado con 10% FBSi y 1% de solución PSA, 
siguiendo un modelo aditivo generalizado ajustado a una distribución de Poisson (p<0,05). 


































Figura 56. Árbol filogenético NJ de las relaciones entre los aislados de P. 
dicentrarchi  inferidas a partir de las secuencias de la β-tubulina. Los números 
en los nodos representan los valores  de bootstrap de 1000 valores 
pseudomuestreados.  
Figura 55. Alineamientos de las secuencias de la β-tubulina de los 10 aislados de Philasterides 
dicentrarchi, obtenidos con el programa ClustalW v 2.0.12. Los cuadros marcan las diferencias.  
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Análisis serológico de los aislados 
Se analizaron los distintos aislados mediante Western blot. La figura 57 
muestra un Western blot respresentativo obtenido bajo condiciones reductoras 
(Fig 57A,B) y no reductoras (Fig 57C,D), enfrentando antígenos procedentes de 
los extractos totales de los aislados de P. dicentrarchi con antisueros de ratón 
anti-D2 (Fig. 57A,C) y anti-D3 (Fig. 57B,D). Los serotipos han sido 
determinados teniendo en cuenta la ausencia o presencia de ciertas bandas 
mayoritarias marcadas específicamente por cada uno de los dos anticuerpos, y 
sin tener en cuenta las bandas con reactividad cruzada. Inicialmente se 
observan tres patrones mayoritarios de inmunorreconocimiento:  
(a) Uno que comprende el aislados D2 y los aislados D6, D7 y D8, 
denominado “serotipo D2/D6”, que posee un patrón de reconocimiento 
antigénico caracterizado por la presencia de una banda mayoritaria de 
alrededor de 37 kDa bajo condiciones reductoras (Fig 57A, recuadro rojo) 
o de 50 kDa bajo condiciones no reductoras (Fig. 57C, recuadro rojo). 
Aunque el serotipo D2 comparte la banda mayoritaria que caracteriza al 
serotipo, carece de otras bandas presentes en el serotipo D6 (Fig. 57A,C, 
flechas), que incluye los aislados D6, D7 y D8, los cuales presentan un 
patrón antigénico idéntico. 
(b) Un segundo serotipo que incluye los aislados D3, D4, D9 y D10, 
denominado “serotipo D3”, caracterizado por la presencia de una banda 
ancha mayoritaria de alrededor de 32-26 kDa bajo condiciones 
reductoras (Fig. 57B, recuadro verde) o de alrededor de 38-45 kDa bajo 
condiciones no reductoras (Fig. 57D, recuadro verde). 
(c) Un último patrón de inmunorreconocimiento que comprende los 
aislados D11 y D13, llamado “serotipo D11”, caracterizado por tener 
varias bandas entre los 39-48 kDa bajo condiciones reductoras (Fig. 57B, 
recuadro azul) o entre los 30-32 kDa bajo condiciones no reductoras (Fig. 
57D, recuadro verde). 
 
 




















La piscifactoría incorpora alevines de distintos orígenes (indicados como 
lotes en la Tabla 11), y uno de estos lotes (Lote II) fue monitorizado a lo largo de 
varios meses para determinar si existe alguna relación entre el lote de origen de 
los peces y el serotipo presente en la infección. Así, tras la extracción de los 
extractos totales de cada uno de ellos, se llevó a cabo un Western blot (Fig. 58), 
que reveló que los aislados obtenidos en Abril y Mayo pertenecen al serotipo 
D2/D6, mientras que el aislado obtenido en Julio pertenece al serotipo D3 o 
D11, lo que indica que al menos dos serotipos están presentes en el mismo 
sistema y la presencia de  uno u otro serotipo no parece estar relacionada con el 





Figura 57. Patrones de reconocimiento antigénico de los aislados de P. dicentrarchi   obtenidos a partir de los 
muestreos de los años 2007 y 2009, generados por el suero de ratones inmunizados con los aislados D2  (A, C) o 
D3 (B, D), determinados por Western blot bajo condiciones reductoras (A, B) o no reductoras (C,D). Las cajas 
indican las bandas que caracterizan los serotipos D2/D6 (rojo), D3 (verde) y D11 (azul). Las flechas indican las 
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Figura 58. Patrones de reconocimiento 
antigénico generados por sueros de ratón 
anti-D2, determinados por Western blot bajo 
condiciones reductoras. Los tres aislados se 
obtuveron de peces de un mismo lote de 
origen (Lote II) muestreados en Abril, Mayo  
y Julio del año 2009. La caja muestra la 
banda característica del serotipoD2/D6. PM: 









También nos preguntamos si más de un serotipo podría participar en el 
mismo brote de escuticociliatosis. Para responder esta cuestión, se analizaron 
los cerebros de 25 peces de un mismo tanque (sistema B; Fig.50), durante un 
brote de escuticociliatosis. De este muestreo, se obtuvieron 19 aislados y, tras 
obtener los extractos totales, éstos se separaron en geles de poliacrilamida bajo 
condiciones reductoras y no reductoras que fueron teñidos con azul Coomasie 
para estudiar el patrón polipeptídico o transferidos a membranas de PVDF para 












A la vista de los patrones polipeptídicos de los aislados, obtenidos 
mediante  SDS-PAGE (Fig. 59), se observan dos tipos de patrones: el patrón A , 
que presenta una banda de 38 kDa (flecha negra), y el patrón B, que presenta 
una banda de 32 kDa en lugar de la de 38 kDa (flecha roja).   
 
Figura 59. Patrón polipeptídico obtenido por SDS-Page bajo condiciones no reductoras de los lisados de los 
aislados de Philasterides dicentrarchi obtenidos en el muestreo realizado durante el último brote de 
escuticociliatosis que afectó al sistema B de la piscifactoría. Las flechas indican las bandas que diferencian los 
dos patrones (A y B), PM: marcadores de peso molecular en kDa.  
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En el Western blot de estos mismos antígenos, frente al suero de ratón 
anti-D3 (Fig. 60B), en el que se pueden observar dos patrones antigénicos en los 
19 aislados: el patrón llamado A (46%), perteneciente al serotipo D3, y 
caracterizado por una banda ancha de 38-45 kDa, y el patrón llamado B (54%), 
perteneciente al serotipo D11 y caracterizado por poseer dos bandas entre 39-48 
kDa, lo que indica que al menos dos serotipos coexisten en un mismo tanque y 
están implicados en la misma infección. Aparentemente, el serotipo D2/D6 no 
está presente en este sistema de circulación  o no está participando en la 
infección, ya que ninguno de los 19 aislados muestra la banda característica de 
50 kDa que caracteriza a este serotipo (Fig. 60A). Los patrones polipeptídicos 
obtenidos mediante SDS-PAGE se corresponden con los del Western blot frente 




















Figura 60. Patrones de reconocimiento antigénico generados por sueros de ratones inmunizados con el 
aislado D2 (A) o D3 (B), determinados por Western blot bajo condiciones no reductoras. Los aislados de P. 
dicentrarchi se obtuvieron en el muestreo realizado durante el último brote de escuticociliatosis en el 
sistema B de la piscifactoría. Para cada carril, los números identifican al aislado y las letras mayúsculas lo 
asignan a uno de los dos patrones serológicos encontrados (A, que corresponde al serotipo D3 con cajas 
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Figura 61. Patrones de reconocimiento antigénico de los aislados de P. dicentrarchi obtenidos a lo largo de los 
muestreos mensuales durante el año 2009, generados por un pool de 10 sueros de rodaballos supervivientes a 
un brote de escuticociliatosis, y determinados mediante Western blot bajo condiciones no reductoras (A) y 
reductoras (B). PM: marcadores moleculares en kilodaltons.  
Se obtuvieron sueros de rodaballos supervivientes a esta infección, y se 
realizó un Western blot frente a los antígenos de los 10 aislados obtenidos a 
partir de los muestreos (Fig. 61). El reconocimiento antigénico generado por 
estos sueros de rodaballo es bastante escaso en el Western blot bajo condiciones 
no reductoras, en el que prácticamente no se observan diferencias entre los 10 
aislados (Fig. 61A), aumentando el número de bandas reconocidas en el 
Western blot bajo condiciones reductoras (Fig. 61B), donde se pueden observar 











Las diferencias observadas en el reconocimiento antigénico del suero de 
rodaballo no coinciden con las observadas con los sueros de ratón. Por otro 
lado, en el western a partir del suero de rodaballo el reconocimiento de las 
bandas es confuso debido a lo difusas que aparecen algunas de las bandas. 
 
Ensayo de protección cruzada 
Por problemas de disponibilidad de tiempo y espacio, no fue posible 
realizar todas las combinaciones entre los 3 serotipos, y los ensayos de 
protección cruzada se realizaron con los aislados D2 y D3 (Fig. 62). El aislado 
D3 causó un 100% de mortalidad en peces no vacunados, un 72 % en peces 
vacunados con D2 y un 15% de mortalidad en peces vacunados con el antígeno 
homólogo, lo que sugiere que la vacunación con el aislado D2 ofrece poca 
protección frente al aislado D3. 

















Determinación de los niveles de anticuerpos en el suero 
Tras el brote de escuticociliatosis mencionado en una sección anterior, se 
analizó mediante ELISA el suero de rodaballos supervivientes para determinar 
los niveles de anticuerpos frente a los tres serotipos de P. dicentrarchi (Fig. 63). 
Aunque la respuesta parece ser mayor para los serotipos D3 y D11, no se 












Figura 62. Mortalidad acumulada obtenida a partir del reto experimental en 
rodaballo. Los peces fueron vacunados (Vac) con los aislados D2 o D3, o con PBS. 
Pasado un mes tras la segunda vacunación, los peces se retaron (Chall) con el aislado 
D3 (5x105 parásitos/pez). Se muestran los porcentajes de mortalidad acumulada 
pasados 20 días desde el reto. Los valores indicados por diferentes letras (a-b-c) 
difieren significativamente. 
Figura 63. Niveles de 
anticuerpos, determinados por 
ELISA, generados por sueros de 
rodaballos que sobrevivieron al 
brote de escuticociliatosis en el 
sistema B de la piscifactoría, 
frente a los antígenos 
pertenecientes a los tres 
serotipos de P. dicentrarchi que 
existen actualmente en la granja. 
En el ELISA se incluyeron 
también sueros preinmunes de 
rodaballo. Los resultados se 
expresan como unidades de 
absorbancia a  492 nm y los 
valores mostrados son la media 
± desviación estándar de sueros 
de 10 rodaballos supervivientes 
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Ensayo de competencia  
Para la realización de este ensayo, el mismo número de ciliados de dos 
aislados diferentes se sembraron en frascos de cultivo con L15 completo 
suplementado con un 10% de FBSi y solución PSA y, una vez que los cultivos 
mostraron síntomas de falta de alimento, se recogieron los ciliados de cada 
frasco, se lisaron y se analizaron los patrones antigénicos mediante Western blot 
para determinar los serotipos presentes en el cultivo.  
En la observación diaria de los cultivos al microscopio óptico, no se 
observaron procesos de conjugación en ninguno de los frascos. Para la 
realización de este ensayo se han incluido: los antígenos independientes de los 
aislados, una mezcla de antígenos que resulta de la mezcla de los antígenos de 
los dos aislados en proporción 1:1 (v:v) y antígenos procedentes de los cultivos 
mixtos de los dos aislados. Para una mejor interpretación de los resultados, los 
patrones antigénicos se analizaron con los dos anticuerpos obtenidos en ratón, 
anti-D2 (Fig. 64A) y anti-D3 (Fig. 64B). El anticuerpo anti-D2 discrimina 
claramente entre el serotipo D2/D6 y el anticuerpo anti-D3, sin embargo, 
discrimina entre los serotipos D3 y D11, pero no reconoce las bandas que 
caracterizan al serotipo D2/D6.  
Con respecto al par (D2/D3), con el suero anti-D2, el aislado D2 muestra 
una banda de 50 kDa, y con el suero anti-D3 el aislado D3 muestra una banda 
ancha de 38-45 kDa, y estas tres bandas están presentes en los patrones de la 
mezcla y la competencia, indicando que ambos aislados están presentes (Fig. 
64A). Para el par D2/D11, el suero anti-D2 detecta claramente la banda del 
serotipo D2/D6 (Fig. 64A) mientras que el suero anti-D3 detecta claramente las 
dos bandas de 39-48 kDa del serotipo D11, y se observa un patrón similar tanto 
en la mezcla antigénica como en la competencia (Fig. 64A,B). Finalmente, en el 
análisis del par D3/D11, los dos aislados están presentes en el patrón de la 
competencia, especialmente cuando se utiliza el suero anti-D3 (Fig. 64B), y el 
patrón obtenido tras la mezcla de antígenos es similar al patrón de la 
competencia (Fig. 64B). 
 
























Susceptibilidad a quimioterápicos 
La supervivencia de los diferentes aislados ante concentraciones 
crecientes de formalina  y peróxido de hidrógeno fue testada a las 24 horas de 
tratamiento. No se han encontrado diferencias estadísticamente significativas en 







Figura 64. Patrones serológicos 
obtenidos del ensayo de 
competencia frente al suero anti-
D2 (A)  y el suero anti-D3 (B). 
Para cada uno de los tres ensayos 
de competencia se muestran: los 
patrones serológicos de los dos 
aislados individuales, el patrón 
derivado de la mezcla de los 
antígenos de los dos aislados 
individuales en proporción 1:1, y 
el patrón serológico obtenido en 
el ensayo de competencia entre 
los aislados pareados. Las cajas 
muestran las bandas utilizadas 
para determinar los serotipos 
existentes, y ser refieren al 
serotipo D2/D6 (rojo), serotipo 
D3 (verde)  y serotipo  D11 
(azul).  PM: marcadores de peso 


























Las cinéticas de crecimiento a las 24 horas ante distintas concentraciones 
de los dos quimioterápicos se han modelizado utilizando modelos aditivos 
generalizados (GAM) ajustados a una distribución de Poisson (Fig. 65). En las 
cinéticas de crecimiento se han encontrado diferencias significativas, y su 
análisis nos permite agrupar a los aislados en 4 grupos en el caso de la 
formalina (uno que incluye a los aislados D2, D3 y D9; otro con los aislados D4, 
D6, D8 y D13; otro con los aislados D10 y D11; y el aislado D7, con una cinética 
algo diferente de todas las demás) y en 3 grupos en el caso del peróxido de 
hidrógeno (un grupo con los aislados D2 y D13, otro con los aislados D4 y D8, y 
otro grupo con todos los aislados restantes). 
 
 
Tabla 13. Supervivencia a las 24 horas frente a los 
tratamientos con formalina (37%) y peróxido de hidrógeno 
(49,5%), en agua de mar. Los datos (en  ppm del producto 
comercial)  representan dos tipos de índices: el IC50, que 
representa la concentración del inhibidor que provoca una 
reducción de la supervivencia del 50%, y la MLD (mínima 
dosis letal), que representa la concentración mínima a la 
que ya no existe ningún parásito vivo (no hay movimiento 
ciliar). 



































































































































































































































































































































La variabilidad genética en parásitos es un fenómenos relativamente común 
que ocurre en el contexto de las interacciones ecológicas con el hospedador 
(Thompson y Lymbery, 1996; Thomas et al., 2011). Esta variabilidad genética 
está claramente implicada en el desarrollo de la infección parasitaria y en la 
interacción de las funciones inmunitarias del hospedador (Manoel-Caetano y 
Silva, 2007). Por tanto, el estudio de la variación genética en parásitos tiene una 
enorme relevancia para el desarrollo de vacunas y estrategias de vacunación 
(Windon, 1996).  
En estudios previos hemos demostrado la existencia varias cepas de P. 
dicentrarchi en las piscifactorías gallegas de rodaballo (Budiño et al., 2011). No 
estaba claro, sin embargo, si existía también variación intraespecífica dentro de 
cada piscifactoría. En el presente estudio, se ha intentado determinar con mayor 
precisión la variación intraespecífica entre los aislados de P. dicentrarchi 
obtenidos de una piscifactoría con RAS, llevando a cabo análisis morfométricos, 
serológicos, genéticos y de susceptibilidad a desinfectantes.  
En la caracterización morfológica de los diez aislados de P. dicentrarchi 
nos hemos centrado principalmente en la ciliatura oral, como ya se ha descrito 
en estudios previos (Iglesias et al., 2001; Budiño et al., 2011). El análisis 
morfológico separa a los aislados en 4 morfotipos básicos: D2, D3, D6 y D11. El 
aislado D2 aparece separado del resto y los aislados D3, D11 y D6 no presentan 
regiones comunes, mientras que el resto de los aislados muestran características 
intermedias y las elipses obtenidas se solapan con las otras, lo que no hace 
posible separar claramente todos los aislados en grupos de acuerdo a las 
características morfológicas. Estos resultados sugieren que el análisis 
morfológico puede ayudar, pero no puede ser considerado en solitario para 
discriminar entre diferentes cepas de P. dicentrarchi por ser demasiado ambiguo, 
algo ya puesto de manifiesto por otros autores en esta y otras especies de 
ciliados (Jung et al., 2007; Wiacowski et al., 1999).  
 
Capítulo 6: Análisis de la variación intraespecífica en una piscifactoría 
 
178 
Analizamos también las cinéticas de crecimiento de los aislados. Según 
las curvas de crecimiento obtenidas es posible formar tres grupos de ciliados, 
aunque los grupos que se obtienen no coinciden con los obtenidos en los otros 
análisis.  
El estudio serológico se realizó utilizando sueros anti-ciliado obtenidos 
en rodaballo y en ratón. Mientras que los sueros de rodaballo mostraron una 
limitada capacidad de reconocimiento de los antígenos del ciliado, los sueros de 
ratón mostraron un reconocimiento mucho mayor, dando como resultado 
distintos patrones de reconocimiento antigénico, que han sido utilizados para 
agrupar los ciliados en serotipos. La limitada capacidad de discriminación 
antigénica que presentan los sueros de rodaballo ya había sido puesta de 
manifiesto en trabajos anteriores (Leiro et al., 1994; Piazzon et al., 2008). 
A nivel inmunoquímico, el Western blot llevado a cabo con los antígenos 
de los diez aislados resultó en varios patrones de reconocimiento antigénico, 
que han sido utilizados para determinar cuantos serotipos existen en los 
aislados obtenidos. Los dos anticuerpos utilizados en este estudio (anti-D2 y 
anti-D3) mostraron diferentes patrones de reconocimiento antigénico entre los 
aislados. El anticuerpo anti-D2 discrimina bien entre el serotipo D2/D6 y los 
serotipos D3-D11, mientras que para discriminar entre los serotipos D3 y D11 es 
necesario recurrir al anticuerpo anti-D3, lo que hace necesaria la utilización 
conjunta de los dos anticuerpos para un análisis completo de los patrones 
serológicos. Tras el análisis serológico de los 10 aislados de P. dicentrarchi 
obtenidos en la piscifactoría, hemos agrupado a todos los aislados dentro de 3 
serotipos (D2/D6, D3 y D11), cuyos agrupamientos coinciden casi exactamente 
con los genotipos obtenidos a partir del análisis genético utilizando el gen de la 
β-tubulina que, como hemos visto previamente, es un buen marcador para 
detectar nuevas cepas de estos escuticociliados (Budiño et al., 2011).  
En el análisis genético hemos comparado un fragmento de 300 pb del gen 
de la beta-tubulina, un gen que ha sido usado para clarificar posiciones 
filogenéticas en ciliados (Fast et al., 2002; Nishi et al., 2005; Robinson y Katz, 
2007). El análisis de esa secuencia de 300 pb ha permitido formar tres grupos de 
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ciliados, los cuales se diferencian entre sí en un nucleótido. Según este análisis, 
D2, D6, D7 y D8 estarían en un grupo; D3, D4, D9 y D10 estarían en un segundo 
grupo y, finalmente, D11 y D13 en un tercer grupo. Como veremos a 
continuación, estos datos coinciden bastante bien con el estudio serológico, con 
algunas discrepancias en el grupo de D2, que posiblemente se podrían 
solventar comparando la secuencia de otros genes o incluso comparando un 
fragmento más grande de este gen.  
A partir del análisis serológico de los aislados obtenidos de un brote 
reciente de escuticociliatosis en uno de los sistemas de la piscifactoría, pudimos 
comprobar que la infección estuvo producida por los serotipos D3 y D11. No 
hemos encontrado patrones serológicos mezclados en ninguno de los aislados 
obtenidos, sugiriendo que cada pez infectado contiene ciliados pertenecientes a 
un solo serotipo. Sin embargo, como ambos serotipos están en el agua, no 
podemos descartar que algunos peces pudieran estar infectados por ciliados de 
ambos serotipos. El ELISA mostró que el suero de los peces supervivientes a la 
infección no distingue entre serotipos, y una posible explicación podría ser que 
todos los serotipos comparten un amplio grupo de antígenos que son 
reconocidos por el suero, lo que no hace posible la distinción entre serotipos 
mediante este método. 
Estudios previos han demostrado que los peces con anticuerpos 
específicos en el suero frente a un aislado son resistentes al mismo (Piazzon, 
2010; Leiro et al., 2008; Piazzon et al., 2011). A falta de estudios de protección con 
todos los serotipos, es posible que los peces que hayan sobrevivido a una 
infección con un determinado serotipo sean resistentes a ese serotipo por un 
tiempo, debido a la presencia de anticuerpos específicos, pero no lo sean frente 
a otros serotipos. Si bien no se han realizado estudios de protección que 
incluyan al serotipo D11, podemos afirmar que no existe protección cruzada 
entre los serotipos D2 y D3, lo que permitiría la posibilidad de que los serotipos 
se fueran alternando en las infecciones.  
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De acuerdo con los resultados obtenidos, parece que en la misma 
piscifactoría coexisten tres serotipos de P. dicentrarchi. No hemos detectado 
aislados con patrones serológicos intermedios, lo que sugiere que los procesos 
de conjugación no han sucedido o fueron muy escasos.  El proceso de 
conjugación está propiciado, entre otros, por la falta de alimento y la alta 
densidad de ciliados (Siegel, 1956; Phadke y Zuffall, 2009), condiciones que no 
suelen darse en la piscifactoría. Lucchesi y Santangelo (2004), tras una serie de 
muestreos realizados en el medio marino, encontraron sólo un 0,07% de 
conjugantes en el total de ciliados recolectados, concluyendo que la conjugación 
en el medio natural, menos frecuente de lo que previamente se pensaba, es un 
fenómeno sexual errático, hecho puesto ya de manifiesto en otros trabajos 
(Fleckerton, 2002). Esta tasa de conjugación probablemente no es lo 
suficientemente elevada como para ser detectada en las muestras de peces 
infectados a menos que posean importantes ventajas en términos de virulencia 
con respecto a los no conjugantes.  
Los ciliados que pertenecen al mismo clon pueden expresar varios 
antígenos de superficie (i-antígenos), y cuando cambian las condiciones de 
cultivo o se utilizan algunos tratamientos se produce la transformación del 
serotipo de la célula (Sommerville, 1970). Estas alteraciones no están causadas 
por mutaciones genéticas, parecen ser reversibles y generalmente implican a la 
mayoría de las células del clon. El sistema de genes del serotipo opera bajo el 
principio de “exclusión mutua”: de cada vez, sólo un i-antígeno es detectable en 
la superficie de la célula de todos los antígenos genotípicamente disponibles 
(Yudin y Uspenskaya, 2002), y casos excepcionales en los cuales dos o más i-
antígenos aparecen simultáneamente en la superficie celular son raros. 
Considerando estas asunciones, los resultados del presente estudio sugieren 
que las diferencias en los patrones serológicos no se deben a cambios en las 
condiciones de cultivo del ciliado. Las diferencias morfológicas observadas 
entre los aislados, y el hecho de que pertenecen a diferentes genotipos avalan la 
hipótesis de que estamos ante diferentes cepas del ciliados, y no ante distintas 
variantes antigénicas de un solo aislado. 
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Thompson (1988) propuso que el término “cepa” debería usarse para 
referirse a variantes dentro de una especie del parásito que han sido 
caracterizadas por tantos criterios como sea posible. De acuerdo con esta 
definición, podríamos afirmar que en la piscifactoría coexisten al menos 3 cepas 
del ciliado P. dicentrarchi.  Los resultados obtenidos también sugieren que los 
serotipos D2 y D3 aparecieron en la piscifactoría hace tiempo y el serotipo D11, 
por otra parte, parece ser una incorporación reciente a la piscifactoría, 
probablemente asociada a la entrada de juveniles. 
Parece claro que las piscifactorías que incorporan alevines de distinta 
procedencia favorecen la incorporación de distintas cepas de P. dicentrarchi a la 
planta de cultivo. El sistema de recirculación de agua, por otra parte, posibilita 
además que los ciliados no se eliminen y alcancen una mayor densidad en el 
sistema, especialmente si la renovación del agua no es muy elevada. 
Seguramente, sería necesario tener una alta renovación del agua conjuntamente 
con un sistema de tratamiento de la misma para disminuir la carga de parásitos 
en los tanques. Si bien los tratamientos con formol y peróxido de hidrógeno no 
son apropiados dada la naturaleza endógena del parásito, sí que podrían ser 
utilizados para eliminar las formas libres del parásito (Iglesias et al., 2002), 
disminuyendo así la presión infectiva sobre los peces; no obstante, es de esperar 
que en un corto espacio de tiempo tras la administración de los desinfectantes 
se vuelvan a alcanzar las mismas densidades que antes de aplicar los 
tratamientos.  
Un reciente estudio en varios clones de un ciliado oligotrico sugiere que 
la variación intraespecífica es baja a nivel genético (0-4%), moderada a nivel 
morfológico (5-15%) y elevada a nivel ecofisiológico (10-100%) (Weisse et al., 
2008). La variabilidad obtenida tras todas las pruebas realizadas con los 
aislados coincide con estos porcentajes, y la conclusión que obtenemos es que 
los ensayos ecofisiológicos, como los de crecimiento o susceptibilidad a 
desinfectantes, no son de utilidad para caracterizar cepas del ciliado, debido a la 
elevada variabilidad entre clones, y la caracterización morfológica también 
resultó demasiado variable como para obtener resultados concluyentes, 
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mientras que los estudios serológicos y genéticos se revelan como los más útiles 
para la caracterización de estas cepas. 
La existencia de cepas antigénicamente diferentes de P. dicentrarchi ha 
sido ampliamente demostrada en estudios realizados en rodaballo (Álvarez-
Pellitero et al., 2004b; Piazzon et al., 2008; Budiño et al., 2011) y lenguado japonés 
(Jung et al., 2005; Song et al., 2009b). Estudios previos han demostrado que una 
vacuna con ciliados fijados en formalina en un adyuvante oleoso es capaz de 
inducir un elevado grado de protección en rodaballo frente al aislado utilizado 
en la vacuna (Sanmartín et al., 2008; Lamas et al., 2008). Otros autores han 
desarrollado una vacuna con una mezcla de tres aislados distintos de este 
ciliado, la cual produce un cierto grado de protección frente a uno de estos 
aislados del parásito (Sitjà-Bobadilla et al., 2008). Sin embargo, hasta la fecha no 
hay evidencia de la existencia de una vacuna que proteja frente a cualquier 
aislado de este parásito. Los resultados del presente estudio también muestran 
que, antes de utilizar una vacuna en una piscifactoría particular, es necesario 
determinar el número de cepas de P. dicentrarchi que están causando las 
infecciones, y averiguar si inducen protección cruzada. Para este caso 





























































En resumen, en este trabajo se han caracterizado siete aislados de 
Philasterides dicentrarchi de diferentes orígenes geográficos utilizando varios 
tipos de análisis, con el fin de determinar el más rápido y eficaz para 
conseguirlo. 
Dado que el objetivo futuro de este trabajo sería la consecución de una 
vacuna que proteja frente a cualquier aislado de este ciliado, los análisis 
serológicos y de protección han sido los métodos centrales que se han utilizado 
para validar la efectividad de los otros métodos ensayados. Con respecto a los 
análisis serológicos, los sueros B1, C1 y D2 mostraron unas características de 
reconocimiento antigénico comunes, y los sueros D3, I1, P1 y S1 también tienen 
un reconocimiento similar. Además, ambos grupos muestran bandas comunes 
en sus antígenos. Los ensayos de protección nos indican que existen dos grupos 
(uno con los aislados B1, C1 y D2 y otro con los aislados I1 y D3) entre los 
cuales la protección cruzada es muy baja, y que muestran una protección 
cruzada aceptable entre los aislados que los forman. Los agrupamientos 
obtenidos de estos dos análisis coinciden, y demuestran la utilidad de los 
análisis serológicos en la caracterización de cepas. 
Los análisis morfológicos muestran que los siete aislados se distribuyen 
en cuatro grupos bien diferenciados: uno que agrupa a los aislados B1, C1, I1 y 
P1, otro que incluye al aislado D2, otro con el aislado D3, y un último grupo 
formado por el aislado S1, que muestra características morfológicas propias de 
los otros tres grupos. Los análisis ecofisiológicos no permiten extraer 
agrupamientos claros, e indican una elevada variabilidad en cuanto a 
crecimiento y resistencia a compuestos químicos. Cada aislado  presenta una 
cinética de crecimiento característica, siendo los aislados D3 y P1 los de mayor 
tasa de crecimiento, frente al aislado S1, con la tasa menor. Los aislados también 
muestran una diferente capacidad de conjugación, que es mayor en el caso de 
los aislados D3, S1 e I1, y muy baja para los aislados B1, P1, C1 y D2. La 
resistencia de los aislados frente al tratamiento con formalina y resveratrol fue 
similar, mientras que ante el peróxido de hidrógeno la resistencia fue muy 




Las diferencias entre los grupos de aislados obtenidos tras la 
caracterización morfológica y ecofisiológica podrían fácilmente ser resultado de 
adaptaciones ambientales de los parásitos, y posiblemente no tengan relevancia 
en cuanto a la inmunogenicidad de los aislados. Los resultados de ambos tipos 
de análisis, morfológicos y ecofisiológicos, no coinciden con los datos obtenidos 
en los ensayos de protección y serología, por lo que no los consideramos 
eficaces para la caracterización de cepas del parásito.  
 Como ya se mencionó anteriormente en la bibliografía, existe una gran 
controversia sobre la utilidad de los marcadores genéticos que se utilizan 
habitualmente en la caracterización de especies o cepas de ciliados. Los 
resultados de nuestros análisis genéticos muestran agrupamientos diferentes 
según el marcador genético utilizado. Si se utiliza el gen del ARNr 18S, los 
aislados se agrupan en dos grupos: uno con los aislados B1, C1 y P1, y otro con 
los aislados I1, D2, D3 y S1. Cuando se usa el gen de la Cox1, obtenemos 6 
grupos, resultando agrupados los aislados I1 y D3, mientras que los otros se 
incluyen en grupos individuales, con el aislado P1 alejado de todos los demás. 
El análisis del gen de la β-tubulina indica que los aislados C1 y D2 pertenecen a 
un mismo grupo, así como los aislados B1 y S1, y ambos son diferentes al 
aislado I1; los aislados P1, y D3 son diferentes a los otros cinco y entre sí.  
 Sin embargo, los resultados de protección que hemos obtenido no 
coinciden totalmente con los grupos que resultan del análisis genético de estos 
tres genes. Entre los aislados D2 y D3 casi no existe protección cruzada, y sin 
embargo el análisis del ARNr 18S los agrupa en un mismo clúster, algo que no 
ocurre cuando se utilizan los otros dos genes. El análisis serológico indica 
también que los aislados P1 y S1 se encontrarían en el mismo grupo de 
protección que los aislados I1 y D3, lo que contrasta con los resultados de los 
análisis genéticos de estos tres genes. Por otro lado, el análisis de ambos genes 
de la β-tubulina y la Cox1 agrupa a los aislados C1 y D2 en un mismo cluster, lo 
que coincide con los datos serológicos y de protección, y el gen de la Cox1 
agrupa además a los aislados I1 y D3, dato que también coincide. Pero el gen de 




según los datos de los análisis serológicos es muy posible que no presenten 
protección cruzada  entre ellos. Si bien parece apreciarse una cierta relación 
entre los serotipos y los genotipos obtenidos, sería necesario, para llegar a una 
conclusión definitiva sobre la utilidad de los análisis genéticos, repetir los 
ensayos utilizando fragmentos más grandes de estos tres genes o probar otros 
marcadores genéticos. 
 En varios trabajos se menciona que el análisis del ARNr es eficaz a nivel 
de especie, pero presenta fallos al utilizarlo por debajo de este nivel, mientras 
que los análisis de la β-tubulina y la Cox1 resultan válidos a un nivel 
filogenético más fino. La bibliografía también menciona una alta variación 
intraespecífica entre diferentes aislados de ciliados, e incluso entre clones, a 
todos los niveles y la dificultad para relacionar entre sí los niveles de variación 
obtenidos mediante diferentes tipos de ensayos.  
 Con los resultados obtenidos a partir del material del que disponemos, 
podemos concluir que estos siete aislados se agrupan en dos serotipos de 
protección: uno que incluye a los aislados B1, C1 y D2, y otro que incluye a los 
aislados I1, D3, P1 y S1. Sin embargo, sería necesario un estudio a mayor escala 
geográfica, con un mayor número de aislados, para comprobar si esto es 













































1. Los análisis morfométricos realizados en siete aislados de Philasterides 
dicentrarchi  obtenidos de piscifactorías de España y Portugal  indican 
una variabilidad morfológica entre ellos, que se localiza 
fundamentalmente en el ancho de la policinétida 3, la longitud de la 
membrana paraoral 2,  la longitud del campo bucal, el ancho corporal, el 
ratio longitud/ancho, la longitud corporal, el ancho de la policinétida 1 y 
la distancia entre las policinétidas 2 y 3.  
 
2. Los aislados de P. dicentrarchi muestran también claras diferencias en las 
tasas de crecimiento y conjugación y en la susceptibilidad al peróxido de 
hidrógeno. Sin embargo, los ciliados presentan una susceptibilidad 
similar al formol y al resveratrol.  
 
3. Los aislados muestran una variación genética intraespecífica en las 
secuencias de los genes ARNr 18S, Cox1 y β-tubulina. El análisis del gen 
ARNr permite agruparlos en dos genotipos mientras que el análisis de 
los otros dos genes genera un agrupamiento en 6 y 5 genotipos, 
respectivamente. 
 
4. Los ensayos serológicos y de protección permitieron el agrupamiento de 
los siete aislados en dos grandes grupos, entre los que la protección 
cruzada inducida es nula o muy baja. A su vez, dentro de cada grupo, los 
aislados presentan diferencias antigénicas entre sí e inducen protección 
cruzada parcial, que puede ser más o menos relevante dependiendo de la 
pareja utilizada en la vacunación/reto.   
 
5. Los estudios morfológicos y ecofisiológicos no parecen ser de utilidad 
para la identificación de cepas en este ciliado, aunque sí son necesarios 
para la identificación de la especie o el establecimiento de programas de 
control de la escuticociliatosis. Los análisis genéticos y serológicos 




gen de la β-tubulina ofrece unos resultados aceptables. Para los 
segundos, es necesario utilizar antisueros de ratón, con mayor poder 
discriminante que los de rodaballo, y seleccionar la cepa adecuada para 
generar el antisuero utilizado en el inmunoblot. 
 
6. En una misma piscifactoría pueden coexistir varias cepas de P. 
dicentrarchi y participar simultáneamente en un mismo brote de 
escuticocilatosis. Por este motivo, a la hora de diseñar una  vacuna  para 
una piscifactoría particular es necesario determinar previamente los 
serotipos/genotipos que están causando las infecciones, y averiguar si 










































































































Figura A1. Patrones de reconocimiento antigénico 
de los extractos totales de los siete aislados de P. 
dicentrarchi generados por el suero de ratones 
inmunizados frente a cada uno de los aislados, 
determinados mediante Western blot y en 
condiciones no reductoras. PM: marcadores de peso 






















































Figura A2. Patrones de reconocimiento antigénico 
de las muestras de membrana de los siete aislados 
de P. dicentrarchi generados por el suero de ratones 
inmunizados frente a cada uno de los aislados, 
determinados mediante Western blot bajo y en 
condiciones no reductoras. PM: marcadores de peso 






















































Figura A3. Patrones de reconocimiento antigénico 
de las muestras de membrana de los siete aislados de 
P. dicentrarchi generados por el suero de ratones 
inmunizados frente a cada uno de los aislados, 
determinados mediante Western blot y en 
condiciones reductoras. PM: marcadores de peso 






















































Figura A4. Patrones de reconocimiento antigénico 
de las muestras de membrana de los siete aislados de 
P. dicentrarchi generados por el suero de ratones 
inmunizados frente al antígeno de membrana de cada 
uno de los aislados, determinados mediante Western 
blot bajo condiciones no reductoras. PM: marcadores 






















































Figura A5. Patrones de reconocimiento antigénico de 
las muestras de membrana de los siete aislados de P. 
dicentrarchi generados por el suero de ratones 
inmunizados frente al antígeno de membrana de cada 
uno de los aislados, determinados mediante Western 
blot bajo condiciones reductoras. PM: marcadores de 









Figura A6. Patrones de reconocimiento antigénico de las muestras de membrana de 
los siete aislados de P. dicentrarchi generados por el suero de rodaballos 
inmunizados frente al antígeno de membrana de cada uno de los aislados y por el 
suero preinmune de rodaballo, determinados mediante Western blot bajo 
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